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Étude du rôle du général receptor forphosphoinositides 1 (GRP1) dans l'adipogenèse 
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Audrey Emond 
Département de médecine, service d'endocrinologie 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue 
de l'obtention du grade de maître ès sciences (M.Se.) en physiologie (endocrinologie), 
Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, 
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
De nombreuses études ont montré l'importance du peroxisome-proliferator-activated 
receptor y (PPARy) dans la modulation de l'expression génique dans la différenciation et la 
fonction des adipocytes. PPARy hétérodimérise avec le retinoid X receptor a (RXRa), en 
présence de ligand, sur l'élément de réponse (PPRE) du promoteur des gènes cibles 
exprimés lors de la différenciation. General receptor for phosphoinositides 1 (GRP1) a été 
identifié dans notre laboratoire comme un corépresseur des récepteurs des hormones 
thyroïdiennes (TRs), un récepteur de la même famille que les PPARs. GRP1 régule 
négativement l'activité transcriptionnelle des TRs en diminuant la formation des dimères de 
récepteurs sur l'ADN. Les PPARs et les TRs ayant des similitudes structurelles importantes 
et puisque GRP1 et les PPARs interagissent in vitro, nous avons émis l'hypothèse que 
GRP1 pouvait être un corégulateur des PPARs et ainsi avoir un effet sur l'adipogenèse. 
Afin de comprendre les effets de GRP1 sur l'activité de PPARy, des essais d'activité 
transcriptionnelle ont été effectués et montrent qu'une concentration croissante de GRP1 
occasionne une diminution de l'activité de PPARy2. L'étude de l'expression protéique de 
GRP1 à différents stades de la différenciation des cellules 3T3-L1 a montré que GRP1 est 
présent chez les cellules 3T3-L1 non différenciées et que son expression diminue au cours 
du processus de différenciation adipocytaire. Ces résultats suggèrent que GRP1 est bel et 
bien un corépresseur de PPARy. Suite à ces observations, l'implication de GRP1 sur 
l'adipogenèse a été étudié par la modulation de son expression à l'aide de lentivirus. Nos 
résultats montrent que l'invalidation de GRP1 avant l'induction de la différenciation 
occasionne une perte de différenciation et d'expression des marqueurs de l'adipogenèse, 
PPARy et aP2, tandis que sa surexpression favorise le processus et ne semble pas affecter 
l'expression de PPARy. À l'inverse, la modulation de l'expression de GRP1 après 
l'induction montre une légère augmentation de l'expression de PPARy, d'aP2 et de 
l'accumulation des lipides lors de l'invalidation de la protéine et une faible diminution du 
stockage des lipides lors de sa surexpression. Nos résultats suggèrent l'implication de 
GRP1 dans l'adipogenèse à deux moments précis et distincts. Il semble être un élément clé 
de l'induction du phénomène de différenciation et jouer un rôle dans la modulation de 
l'activité transcriptionnelle de PPARy en tant que corépresseur. Des expériences futures 
permettront de préciser l'effet de la modulation de l'expression de GRP1 ainsi que les 
mécanismes impliqués. Ces résultats permettront de mieux comprendre le rôle de GRP1 
dans la formation et la régulation du tissu adipeux et, éventuellement, les comorbidités liées 
à l'excès et au dysfonctionnement de cet organe endocrinien, comme le diabète de type 2 et 
les maladies cardiovasculaires. 
Mots clés : Adipogenèse | 3T3-L1 | Corépresseur | GRP1 | Obésité | PPARy 
Implication of général receptor for phosphoinositides 1 (GRP1) during adipogenesis 
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Many studies have shown that peroxisome-proliferator-activated receptor y (PPARy) plays 
an important rôle in adipose tissue formation by activating genes implicated in 
adipogenesis. PPARy heterodimerizes with retinoid X receptor a (RXRa), in the presence 
of ligand, on PPAR response elements (PPREs) in the promoter of target genes involved in 
adipocyte differentiation. General receptor for phosphoinositides 1 (GRP1) is a corepressor 
of thyroid hormone receptors (TRs), a nuclear receptor like PPARy. GRP1 decreases TRs' 
transcriptional activity by lowering dimerisation on DNA. Since PPARs and TRs have 
important structural similarities and that GRP1 interacts with PPARs in vitro, we 
hypothesized that GRP1 could be a coregulator of PPARs and, thus be implicated in 
adipogenesis. To better understand GRPl's effect on PPARy2, transcriptional activity 
assays have been done and show that increasing concentrations of GRP1 decrease the 
transcriptional activity of PPARy2. We also studied GRP1 expression by Western blots of 
total protein extracts from 3T3-L1 cells at différent times during differentiation: GRP1 is 
present in 3T3-L1 preadipocytes and its expression decreases during adipogenesis. 
According to those results, GRP1 may be a PPARy corepressor. Afier those observations, 
GRP1 effects on adipogenesis were studied by modulating its expression with lentiviral 
particles. Interestingly, GRP1 knock-down before inducing 3T3-L1 differentiation, almost 
abrogates adipogenesis and adipocytes markers, PPARy and aP2, while its overexpression 
increases lipid storage without affecting PPARy expression. On the opposite, GRP1 
modulation after differentiation induction shows that expression knock-down slightly 
promûtes adipogenesis by increasing PPARy, aP2 and lipid accumulation and that 
overexpression weakly decreases lipid storage. Our results suggest that GRP1 implication 
during adipogenesis occurs at two distinct and précisé moments. It seems to be a key factor 
in the early stages of adipocyte differentiation and to be implicated as a PPARy 
transcriptional activity modulator as a corepressor. Future experiments will help détail 
modulation of protein expression and underlying mechanisms to better understand the rôle 
of GRP1 in adipogenesis and, eventually, comorbidities linked to obesity like 
cardiovascular diseases and type 2 diabetes mellitus. 
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RLU Unité luciférase relative 
Rosi Rosiglitazone 
RTK Récepteurs tyrosine kinase 
RXR Retinoic X receptor 
SDS Dodécylsulfate de sodium 
shRNA Small hairpin RNA 
siRNA Petit ARN interférant (small interfering RNA) 
Sirtl Sirtuin 1 
SMRT Silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptor 
SOPK Syndrome des ovaires polykystiques 
SRC Steroid receptor co-activating factors 
SUMO small ubiquitin-like modifier 
T2D Diabète de type 2 
T3 Triodothyronine 
TG Triglycérides 
TP Température de la pièce 
TR Récepteur des hormones thyroïdiennes 
xvi 
TRUP Thyroid hormone receptor uncoupling protein 
TZD Thiazolidinedione 
VDR Récepteur de la vitamine D 
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Introduction 
1.1 L'Obésité 
L'obésité peut être définie comme un désordre métabolique de la composition 
corporelle caractérisé par l'entreposage excessif des lipides dans le tissu adipeux blanc 
(Brassard et al., 2008; Lewis et al., 2002; MacLaren et al., 2010; Manolopoulos et al., 2010; 
Roberge et al., 2007; Taksali et al., 2008). Cliniquement, l'obésité et les risques qui lui sont 
associés sont évalués à partir de l'indice de masse corporelle (IMC), de la mesure du tour 
de taille ainsi que de la mesure des triglycérides (TG) puisque ces test sont rapides et peu 
coûteux. L'IMC est le rapport entre la masse de l'individu et sa taille au carré. Cet indice 
permet d'évaluer les risques liés à un surplus de poids (Tableau 1.1), mais ne fournit 
aucune information sur la répartition de la masse adipeuse. De plus, cette mesure possède 
des limitations qu'il faut prendre en compte, comme l'estimation à la hausse chez les 
athlètes ou en cas d'oedèmes et à la baisse chez les personnes subissant une perte 
musculaire (Sharma and Freedhoff, 2010). L'IMC peut être utilisé de concert avec la 
mesure de la circonférence de la taille, il devient ainsi un meilleur indicateur des risques 
cardiovasculaires et métaboliques (Lau et al., 2007; Sharma and Freedhoff, 2010). 
Cependant, cette méthode ne permet pas de différencier les causes de l'augmentation du 
tour de taille, soit la présence de tissu adipeux viscéral ou sous-cutané. Pour ce faire, il est 
possible d'utiliser la mesure du tour de taille couplée à la mesure des triglycérides (TG). 
Ces deux indicateurs semblent combler le manque de spécificité de l'IMC et sont un 
meilleur indicateur des risques associés à l'obésité (Lemieux et al., 2000). Ces mesures 
permettent une meilleure distinction entre l'obésité viscérale et l'obésité glutéofémorale 
que l'étude de la composition corporelle par l'IMC et la mesure du tour de taille, 
puisqu'elles prennent en considération un marqueur de la santé métabolique. Il est reconnu 
par la communauté scientifique que l'accumulation de gras au niveau abdominal (obésité 
viscérale) est plus dommageable pour la santé cardiovasculaire que l'obésité 
glutéo fémorale (graisse sous-cutanée) (Canoy et al., 2004; Manolopoulos et al., 2010; 
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Taksali et al., 2008). Des études récentes prônent le rôle protecteur de l'obésité 
glutéofémorale pour l'organisme (Ferreira et al., 2004; Manolopoulos et al., 2010; Seidell 
et al., 2001; Snijder et al., 2004) et démontrent que les effets néfastes de l'obésité 
abdominale seraient en partie causés par la dysfonction du tissu adipeux sous-cutané 
(Taksali et al., 2008). En effet, le tissu adipeux sous-cutané est morphologiquement 
différent du tissu adipeux viscéral et semble protecteur pour l'organisme de par sa 
meilleure capacité à entreposer les acides gras à long terme (Frayn, 2002). De plus, 
l'obésité glutéofémorale est associée à un meilleur profil d'adipokines et de lipides 
sanguins ainsi qu'à une diminution des risques cardiovasculaires et métaboliques 
(Manolopoulos et al., 2010). 
Classification IMC 
Risques de déveloi 
de santé en fonctii 
Hommes : < 94 cm 
Femme :<80cm 
9per des problèmes 
on du tour de taille 
Hommes :> 94 cm 
Femme : >80 cm 
Poids insuffisant < 18,5 Accru -
Poids normal 18,5-24,9 Moindre Accru 
Embonpoint 25,0 - 29,9 Accru Élevé 
Obésité classe 1 30,0 - 34,9 Élevé Très élevé 
classe II 35,0- 39,9 Très élevé Extrêmement élevé 
classe III 5 40,0 Extrêmement élevé Extrêmement élevé 
Tableau 1.1 Classification du risque pour la santé selon l'indice de masse corporelle 
et le tour de taille. Adapté des lignes directrices canadiennes pour la classification du 
poids chez les adultes. Santé Canada, 2003 et de l'Organisation Mondiale pour la Santé, 
2000. 
1.1.1 L'obésité en chiffres 
Entre 1985 et 2000, 57 000 décès liés à l'embonpoint ont été rapportés au 
Canada (Katzmarzyk and Ardern, 2004). En 1997, c'est 1,8 milliard de dollars qui 
ont été dépensés par l'état en coûts liés à l'obésité. Cela correspond à 2,4 % de 
toutes les dépenses en soins de santé au Canada (Birmingham et al., 1999; 
Katzmarzyk and Janssen, 2004). En 2004, les estimations élevaient ce montant à 4,3 
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milliards de dollars : 1,6 milliards en coûts directs (coût des soins hospitaliers, des 
médicaments, des soins de médecins et dépenses directes additionnelles en soins de 
santé) et 2,7 en coûts indirects (valeur des années de vie perdues en raison d'un 
décès prématuré et des jours d'activité perdus en raison d'une incapacité à court ou 
à long terme) (Tjepkema, 2006). 
Au départ reconnu comme un dérèglement métabolique touchant 
majoritairement les adultes, l'obésité touche de plus en plus d'enfants. Selon 
l'enquête sur la santé dans les collectivités canadiennes de 2004 (Shields, 2006), 
26 % des enfants de 2 à 17 ans souffrent d'un surplus de poids et 8 % sont obèses. 
Ces résultats sont encore plus alarmants lorsqu'on les compare à ceux d'il y a 25 
ans, où 14 % souffraient d'un excès pondéral et 3 % étaient obèses. Pour ce qui est 
-y de l'IMC moyen, il a également augmenté, passant de 20,8 à 22,1 kg/m entre 1979 
et 2004, respectivement. Sachant que l'adolescence est une période critique du 
développement et que cette période est également corrélée à l'obésité à l'âge adulte, 
ces données sont inquiétantes (Guo et al., 2002; Lau et al., 2007; Lobstein et al., 
2004). 
La même étude a révélé que 36,1 % des adultes souffrent d'embonpoint et 
23,1 %, ce qui représente 5,5 millions de personnes de 18 ans et plus, sont obèses. 
Entre 1979 et 2004, l'IMC moyen a augmenté, de 25,1 à 27 kg/m2. De plus, 
l'augmentation est observable chez les trois classes d'obésité (figure 1.1), mais elle 
•y 
est plus importante pour les classes II et III (IMC > 35 kg/m ), passant de 2,3 % à 
5,1% et de 0,9% à 2,7%, respectivement (Katzmarzyk and Mason, 2006; 
Tjepkema, 2006). Bien entendu, la majorité des adultes souffrant d'obésité se 
retrouve dans la classe I. Finalement, il faut garder à l'esprit que les valeurs d'IMC 
sont associées à plusieurs maladies métaboliques (Tfayli and Arslanian, 2009; 
Willett et al., 1999) et que ces chiffres sont alarmants, mais représentatifs de la 
situation actuelle. En effet, les données de 2004 ont été mesurées chez une tranche 
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représentative de la population canadienne et ne sont pas des données rapportées par 
les participants, comme lors des études antérieures (Tjepkema, 2006). 
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Figure 1.1 Prévalence de l'obésité au Canada entre 1984 et 2004. Tiré de 
Katzmarzyk et Mason, 2006. 
1.1.2 La balance énergétique 
L'obésité est en constante augmentation à travers le monde et est qualifiée à 
ce jour d'épidémie par l'Organisation mondiale de la santé (OMS) (World Health 
Organization., 2000). Elle pourrait bientôt atteindre le stade de pandémie en raison 
de l'évolution de cette maladie à un niveau mondial (Janssen et al., 2005; Merriam-
Webster Inc., 1986). L'obésité survient lorsque l'apport énergétique est plus élevé 
que les dépenses de l'organisme de façon chronique, mais d'autres facteurs peuvent 
influencer cet équilibre. En ce qui concerne la régulation de la balance énergétique, 
trois facteurs semblent avoir un plus grand impact : la génétique, l'environnement et 
le comportement (Fair and Montgomery, 2009; World Health Organization., 2000). 
Tous ces facteurs sont interreliés par le milieu hormonal. 
Chapitre 1. Introduction : Section 1.1 Obésité 5 
1.1.2.1 La génétique 
En tant qu'être humain, notre organisme réagit dans l'optique de faire 
des réserves de nutriments en période d'abondance et est mal adapté à la 
réalité du XXIe siècle où la nourriture est en excès et où l'organisme devrait 
être en état de compenser pour l'apport énergétique excédentaire (van den 
Bos and de Ridder, 2006; World Health Organization., 2000). 
Malheureusement, nous avons des mécanismes plus efficaces en cas de 
famine, qui a été responsable de la perte de nombreuses vies humaines par le 
passé, mais qui est maintenant révolue dans les pays industrialisés, qu'en cas 
d'abondance (Michalik et al., 2000). De nombreux gènes sont liés au 
métabolisme et à la fonctionnalité du tissu adipeux, à la signalisation des 
hormones régulant l'appétit, le goût pour certains aliments ou pour l'activité 
physique, en plus de réguler plusieurs aspects des mécanismes de 
l'hédonisme et de la récompense. Au final, 65 % de la détermination du 
poids est régulée par des facteurs influencés par la génétique (Borjeson, 
1976). Cet aspect fait partie de la génétique de l'humanité, où ceux qui 
avaient les mécanismes de stockage d'énergie les plus efficaces étaient 
favorisés (Ayala, 2007). 
A un niveau plus spécifique, on retrouve des variations entre les 
individus dues à leur génétique. De nombreuses études ont révélé un lien 
étroit entre le développement de l'obésité et certaines mutations de voies 
métaboliques comme des mutations de PPARy2, de la leptine et de son 
récepteur (Clement et al., 1998; Montague et al., 1997; Ristow et al., 1998). 
L'obésité monogénique la plus commune chez l'humain est causée par une 
mutation du récepteur 4 de la mélanocortine (MC4R). Cette mutation, 
également observée chez la souris, est retrouvée chez 6 % des patients 
atteints d'une obésité sévère (Coll et al., 2004; Huszar et al., 1997). 
Toutefois, ces anomalies génétiques ne sont responsables que d'un faible 
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pourcentage de la population souffrant d'obésité et n'expliquent pas 
l'augmentation récente de sa prévalence (Ristow et al., 1998). 
1.1.2.2 L'environnement 
Le second facteur pouvant influencer la prise de poids est l'influence 
de l'environnement sur la prise alimentaire et la dépense énergétique. Nous 
vivons actuellement dans une société obnubilée par des standards de beauté 
visant l'atteinte de la minceur (Genest, 1996; Vinette, 2001) et pourtant nous 
faisons face à une constante augmentation de l'obésité à un point tel que les 
enfants souffrent de maladies anciennement réservées aux adultes, comme le 
diabète de type 2 (Rosenbloom et al., 1999; Tfayli and Arslanian, 2009). Au 
niveau biologique, le corps est construit afin de restreindre l'apport 
alimentaire (Ahima et al., 1996), toutefois, nous avons les capacités 
cognitives permettant de respecter ou non les signaux ressentis. D'un autre 
côté, la société d'aujourd'hui apporte beaucoup d'importance à la nourriture 
et il est accepté de percevoir celle-ci comme une récompense (van den Bos 
and de Ridder, 2006). De plus, les portions ont augmenté depuis quelques 
années, amenant le problème de surconsommation au même niveau que celui 
de la mauvaise alimentation. 
En plus de l'évolution de notre alimentation, l'aménagement des 
villes d'aujourd'hui affecte grandement notre dépense énergétique à 
plusieurs niveaux (World Health Organization., 2000). Tout d'abord, 
l'environnement de travail a changé et les gens dépensent beaucoup moins 
d'énergie dans leurs activités quotidiennes, puisque la majorité de la 
population travaille maintenant assise dans un bureau. De plus, ce n'est pas 
uniquement au travail que la dépense énergétique est diminuée, le transport 
et les loisirs impliquent de moins en moins de dépense calorique. Les gens 
voyagent en voiture pour faire les courses, même si l'épicerie est à 10 
minutes à pied. En ce qui a trait aux loisirs, la télévision, le cinéma ainsi que 
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les jeux vidéo occupent de plus en plus de place dans les activités de la 
population, mais contribuent également à l'augmentation de la prévalence de 
l'obésité (Dunstan et al., 2010). 
La nourriture est plus accessible, et ce, en plus grande quantité, notre 
relation avec celle-ci a changé nos habitudes alimentaires et notre 
environnement favorise une diminution de la dépense énergétique. Tous ces 
facteurs favorisent l'obésité à l'échelle mondiale. 
1.1.2.3 Le comportement 
La prise en charge de l'obésité passe en premier lieu par 
l'établissement de saines habitudes de vie qui sont généralement influencées 
par l'alimentation, l'activité physique, le stress ainsi que le sommeil 
(Dallman et al., 2004; Lau et al., 2007; Spiegel et al, 2009). Chacun de ces 
aspects fait partie intégrante de notre mode de vie. Il est bien connu qu'une 
saine alimentation est favorable pour le métabolisme et évite un apport 
énergétique trop élevé (Paquette, 2005). Cependant, il ne faut pas négliger 
l'autre côté de la balance, les dépenses énergétiques, qui englobent le 
métabolisme de base, favorisé par une bonne capacité physique, en plus de 
l'activité physique en soi (Levine et al., 2006; Segal et al., 1984), qu'elle soit 
de l'exercice encadré ou compris dans les activités de tous les jours. 
Il faut désormais changer les mentalités. La population doit percevoir 
l'activité pour ses bienfaits physiques et psychologiques et non pas 
uniquement dans le but de perdre du poids. Des études ont même prouvé 
qu'il n'est pas obligatoire de s'inscrire dans une salle d'entrainement pour 
voir des résultats positifs sur la santé. Bouger un peu plus chaque jour est 
suffisant, c'est la dépense énergétique dans les activités quotidiennes qu'il 
faut augmenter (Levine et al., 2006; Rosenbaum et al., 1997). D'un autre 
côté, il est également connu que le stress a un effet sur la prise alimentaire et 
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le gain de poids tout autant que le sommeil (Dallman et al., 2004; Spiegel et 
al., 2009). Tous deux ont des effets sur la production de leptine, une 
hormone sécrétée par le tissu adipeux qui est reconnue pour couper la faim, 
et influence plusieurs voies métaboliques (Ahima et al., 1996; Clement et al., 
1998; Montague et al., 1997). 
1.1.2.4 Le milieu hormonal 
Le tissu adipeux est maintenant reconnu comme une glande 
endocrine et sa dysfonction est connue pour être le facteur premier menant 
aux pathologies liées à l'obésité (DeFronzo, 2004; Lelliott and Vidal-Puig, 
2004). Le tissu adipeux est en relation étroite avec l'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien (HHS), le système rénine angiotensine (RAS), la voie 
de signalisation des mélanocortines (MSH) et la régulation de la sécrétion 
des hormones thyroïdiennes (figure 1.2) (Roberge et al., 2007; Vinson, 
2007). Ces voies de signalisation du système endocrinien régulent de 
nombreux événements impliqués dans la balance énergétique et le 
métabolisme de base en affectant, entre autres, la formation de 
glucocorticoïdes (GC), d'aldostérone et de déhydroépiandrostérone (DHEA). 
L'altération du métabolisme de ces trois hormones est hautement corrélée 
aux pathologies associées à l'obésité et au dysfonctionnement du tissu 
adipeux (Tchernof and Labrie, 2004; Walker, 2006). En effet, un niveau 
élevé de GC, de façon chronique, est connu pour redistribuer les lipides du 
tissu adipeux sous-cutané au tissu adipeux viscéral (Dallman et al., 2004) et 
pour augmenter l'apport alimentaire. L'aldostérone, pour sa part, semble 
affecter la sensibilité à l'insuline et la santé cardiovasculaire (Corry and 
Tuck, 2003; de Paula et al., 2004). Finalement, les hormones thyroïdiennes 
sont impliquées dans la régulation du tissu adipeux et du métabolisme de 
base ce qui affecte la dépense énergétique de l'organisme (Hunter et al., 
1996; Jiang et al., 2004). 
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Figure 1.2 Régulation de la fonction adrénocorticale et influence 
sur le métabolisme. Tiré de Roberge et al., 2007. 
1.1.3 Les risques liés à l'excès pondéral 
Souffrir d'embonpoint ou d'obésité augmente les risques de souffrir de 
problèmes de santé majeurs comme des problèmes cardiovasculaires (hypertension 
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artérielle/AVC/maladies du cœur) et respiratoires, le diabète de type 2 ainsi que de 
certains cancers (Bray, 1985; Tchernof and Labrie, 2004). Toutes ces maladies 
métaboliques sont hautement associées à l'excès pondéral et réduisent 
considérablement l'espérance de vie (Peeters et al., 2003), en plus de diminuer la 
qualité de vie des gens au quotidien (Vetter et al., 2010). De plus, il ne faut pas 
oublier les problèmes psychosociaux comme la discrimination en plus des 
limitations fonctionnelles et des incapacités associées à l'excès pondéral (Tjepkema, 
2006; Visscher and Seidell, 2004). Le premier moyen de diminuer les risques de 
problèmes associés au surplus de poids est par le maintien d'un poids santé (Sharma 
and Freedhoff, 2010). En plus des effets bénéfiques d'un point de vue métabolique 
(Buchwald et al., 2004), il ne faut pas négliger les bienfaits psychologiques d'un 
mode de vie équilibré permettant de profiter des plaisirs de la vie sans se sentir 
toujours fatigué ou épuisé (World Health Organization., 2000). En somme, de se 
sentir bien au quotidien autant moralement que physiquement. 
1.1.3.1 La résistance à l'insuline 
L'insuline est une hormone sécrétée à l'état postprandial par les 
cellules P des îlots de Langerhans du pancréas (Turner et al., 1996). Au 
niveau métabolique, l'insuline active l'entrée du glucose dans les cellules, 
permet son utilisation ou son entreposage sous la forme de triglycérides et 
inhibe la formation de glucose par le foie ainsi que la dégradation des acides 
gras dans le tissu adipeux (Michalik et al., 2000). Les personnes jeunes, 
minces et physiquement actives ont généralement une bonne sensibilité à 
l'insuline, tandis que l'obésité tend à réduire cette sensibilité (Hanley et al., 
2009). La résistance à l'insuline est reconnue comme étant l'élément central 
du syndrome métabolique (surpoids au niveau abdominal, dysrégulations 
lipidique et glycémique, hypertension artérielle) vu sa forte association avec 
les maladies cardiovasculaires et le diabète de type 2 (Borai et al., 2007; 
Reaven, 2005). La résistance à l'insuline est également positivement 
associée avec le tour de taille, l'hypertension, l'hyperglycémie et la 
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dyslipidémie (DeFronzo and Ferrannini, 1991). Il semble également que le 
stress pourrait induire la résistance à l'insuline, puisque des études ont déjà 
démontré l'effet des glucocorticoïdes sur l'induction de celle-ci dans un 
modèle murin ainsi que chez l'humain (Dallman et al., 2004; Smart et al., 
2006). 
Au niveau biochimique, la résistance à l'insuline est une perte de 
sensibilité des récepteurs à l'insuline entrainant une diminution de 
l'efficacité de la cascade de signalisation de l'insuline. Cette cascade permet 
d'augmenter la captation du glucose dans les cellules par l'augmentation du 
transporteur du glucose GLUT4 à la membrane (Farese, 2001; Liao et al., 
2006; Olivares-Reyes et al., 2009). Lorsque la voie de signalisation est 
altérée, GLUT4 n'est plus acheminé à la membrane, ainsi le glucose reste en 
circulation ce qui fait augmenter la glycémie. Une glycémie élevée a des 
effets néfastes sur les organes et provoque une augmentation de la sécrétion 
de l'insuline par le pancréas (Srinivasan et al., 2008). 
1.1.3.2 Le diabète de type 2 
Le diabète de type 2 (T2D) est caractérisé par l'augmentation de la 
glycémie résultant du dysfonctionnement des cellules P du pancréas (Turner 
et al., 1996), subséquent au phénomène de résistance à l'insuline (Srinivasan 
et al., 2008). Le T2D occasionne de nombreuses comorbidités, dont des 
problèmes vasculaires (Fowler and Vasudevan, 2010), et diminue la 
longévité ainsi que la qualité de vie des personnes atteintes (Srinivasan et al., 
2008). L'obésité est le facteur de risque premier du T2D, 85 % à 90 % des 
gens souffrant de diabète de type 2 sont également obèses. Lorsque le 
pancréas sécrète une plus grande quantité d'insuline que la normale sur une 
longue période de temps, afin de contrer le phénomène de résistance à 
l'insuline, il finit par s'épuiser. Ne sécrétant plus assez d'insuline afin de 
permettre la captation du glucose adéquatement, l'état de santé des 
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personnes atteintes de T2D devient dépendant du contrôle de la glycémie à 
l'aide d'insuline et de médicaments (Turaer et al., 1999; Wright et al., 2002) 
qui souvent provoquent des effets secondaires comme l'hypoglycémie et la 
prise de poids (Srinivasan et al., 2008), causant elle-même la résistance à 
l'insuline. Certaines classes de médicaments reconnues comme insulino-
sensibilisatrices, les thiazolidinediones (TZDs), sont même connues pour 
causer de la rétention d'eau menant à des œdèmes et ont été récemment 
identifiées comme étant dommageables pour la santé cardiovasculaire 
(Nissen and Wolski, 2007; Srinivasan et al., 2008). 
Avec l'incidence de l'obésité chez les adolescents, et certains 
facteurs de risque du T2D liés à la génétique et l'environnement (Fagot-
Campagna et al., 2000); comme l'histoire familiale de diabète, l'obésité, la 
résistance à l'insuline ou le T2D de la mère, le diabète gestationnel, le 
syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) et l'inactivité physique (Tfayli 
and Arslanian, 2009), le T2D infantile est en augmentation (Pinhas-Hamiel 
and Zeitler, 2005; Rosenbloom et al., 1999). Plus les gens atteints de T2D 
sont jeunes et plus le risque de complications est augmenté et leur qualité et 
espérance de vie réduites. Les études sur le T2D infantile sont à leur début et 
il faudra plusieurs années de recherche afin de cibler les meilleures 
approches thérapeutiques ainsi que les stratégies de prévention à adopter afin 
de réduire le nombre d'enfants atteints de T2D et de maladies associées à 
l'excès pondéral. 
1.1.3.3 Les maladies cardiovasculaires 
Plusieurs facteurs de risque sont connus pour les maladies 
cardiovasculaires comme l'hypertension artérielle, l'hypercholestérolémie, le 
diabète, l'embonpoint, la consommation excessive d'alcool, la sédentarité, le 
tabagisme et le stress (Boreham et al., 1999; Canoy et al., 2004; Psaty et al., 
2001). La majorité de ces facteurs est également fortement corrélée avec le 
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tour de taille, connectant ainsi ces désordres métaboliques à l'obésité 
abdominale (Canoy et al., 2004; Kissebah and Krakower, 1994; Willett et 
al., 1999). Des problèmes cardiaques, comme les coronaropathies, l'accident 
vasculaire cérébral (AVC) et la défaillance cardiaque sont majoritairement 
causés par une pression sanguine élevée. Il a déjà été démontré que l'IMC 
contribue au développement de l'hypertension (1999; Stamler et al., 1978), il 
semblerait que l'obésité abdominale serait également prédictive de maladies 
cardiaques même chez les personnes de poids normal (Canoy et al., 2004). 
1.1.3.4 Les cancers 
Plusieurs cancers sont associés à l'obésité, comme le cancer du 
côlon, du sein, de l'endomètre, du rein, de la prostate, de l'œsophage, des 
ovaires, du pancréas et du poumon (Fair and Montgomery, 2009). Des 
études ont montré que ce serait l'hyperinsulinémie de concert avec 
l'augmentation de l'expression de Yinsulin growth factors 1 (IGF-1) qui 
serait responsable, en partie, de l'augmentation des risques de cancer en lien 
avec l'obésité due à leurs effets cellulaires respectifs sur l'augmentation de 
la prolifération cellulaire et sur l'inhibition de l'apoptose (Lawlor and Alessi, 
2001; Prisco et al., 1999) . La résistance à l'insuline est un meilleur 
prédicteur de cancer que l'obésité, ce qui suggère que l'activité physique et 
un mode de vie équilibré, qui sont connus pour augmenter la sensibilité à 
l'insuline, font partie des moyens efficaces et faciles pour prévenir le cancer 
(Tsugane and Inoue, 2010). 
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1.2 L'Adipogenèse 
L'adipogenèse est un phénomène complexe faisant intervenir de nombreux facteurs 
et qui permet l'obtention d'adipocytes matures (Cowherd et al., 1999; Fajas et al., 1998; 
Farmer, 2006; Frayn et al., 2006). Le processus peut être divisé en deux grandes étapes : 
l'engagement des cellules souches vers la lignée adipocytaire et la différenciation des 
cellules précurseurs (Grégoire et al., 1998; Otto and Lane, 2005). L'engagement des 
cellules souches ou commitment est l'étape initiale de l'adipogenèse tel qu'illustré à la 
figure 1.3. Elle permet l'obtention de fibroblastes engagés dans la lignée adipocytaire, les 
préadipocytes, à partir de cellules souches mésodermales (Butterwith et al., 1996; Tang et 
al., 2004). 
Figure 1.3 Les étapes de l'adipogenèse. L'engagement des cellules souches 
du mésoderme, par une stimulation appropriée, permet l'obtention de cellules 
précurseures de quatre grandes lignées cellulaires : myoblaste, préadipocyte, 
ostéoblaste et chondrocyte. Ces cellules subiront le processus de différenciation 
afin de devenir des cellules formant le muscle, le tissu adipeux, les os et le 
cartilage. Adapté de Otto et al., 2005. 
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L'adipogenèse fait référence à la capacité pour les cellules d'emmagasiner de 
l'énergie sous la forme de triglycérides (TG), esters du glycérol où chaque fonction 
hydroxyle est remplacée par un acide gras (figure 1.4), lorsque la balance énergétique est 
positive (Olofsson et al., 2009; Otto and Lane, 2005). Ce processus permet l'utilisation 
ultérieure des TG durant les périodes de jeûne afin de fournir l'énergie nécessaire pour 
subvenir aux besoins de l'organisme (Finn and Dice, 2006; Michalik et al., 2000; Ntambi 
and Young-Cheul, 2000; Singh et al., 2009). Une balance énergétique positive survient 
lorsque l'apport en nutriments excède les dépenses énergétiques (Fair and Montgomery, 
2009). L'énergie requise par le métabolisme basai ainsi que par l'activité physique, qui 
comprend les activités quotidiennes et l'exercice, sont les principales dépenses énergétiques 
(Levine et al., 2006; Segal et al., 1984). Le tissu adipeux blanc est le tissu responsable de 
l'accumulation des TG et la masse de ce tissu peut être augmentée par l'implication de 
deux mécanismes nommés hyperplasie et hypertrophie (figure 1.5). L'hyperplasie est 
l'augmentation du nombre d'adipocytes tandis que l'hypertrophie est l'augmentation de 
leur taille (Arner et al., 2010; Otto and Lane, 2005). Ces deux phénomènes semblent être 
impliqués dans le développement de nombreuses pathologies liées à l'excès de poids où la 
présence de nombreux petits adipocytes semble être bénéfique et est caractéristique d'un 
tissu adipeux sain (Skurk et al., 2007) tandis que la présence de gros adipocytes gorgés de 
lipides semble révéler un tissu adipeux dysfonctionnel qui déverse ses acides gras dans la 
circulation sanguine, ce qui a un impact négatif sur la santé métabolique (Despres et al, 
1987; Engfeldt and Arner, 1988; Guo et al., 2004). La taille des cellules formant le tissu 
adipeux sous-cutané est même reconnue comme prédictive du diabète de type 2 
indépendamment de l'obésité (Weyer et al, 2000). C'est pourquoi la compréhension des 
facteurs ayant une influence sur le tissu adipeux blanc est importante dans la 
compréhension de pathologies liées à l'obésité (Otto and Lane, 2005). 
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Figure 1.4 Formation d'un triglycéride. 
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Figure 1.5 L'hyperplasie et l'hypertrophie sont deux phénomènes 
responsables de l'augmentation de la masse adipeuse attribuée à 
l'obésité. Adapté de Otto et al., 2005. 
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1.2.1 Les modèles cellulaires de différenciation adipocytaire 
L'étude de la différenciation adipocytaire est possible à l'aide de modèles 
cellulaires qui se différencient selon un processus qui a largement été étudié et qui 
est bien décrit (Gregoire et al., 1998; Louet and O'Malley, 2007; Tang et al., 2003). 
Avant de rentrer dans les détails, il faut spécifier que l'adipogenèse implique de 
nombreux facteurs de transcription comme PPARy et la famille des CCAAT/ 
enhancer-binding proteins (C/EBPs) afin d'assurer la synchronicité ainsi que la 
chronologie du processus dans le but d'activer la transcription des gènes impliqués 
dans l'obtention du phénotype d'adipocytes matures (figure 1.6) (Cowherd et al., 
1999; Gregoire et al., 1998). 
Figure 1.6 Facteurs de transcription et gènes impliqués lors des différentes 
étapes de la différenciation des cellules 3T3-L1. Adapté de Louet et al., 2007. 
Un modèle bien connu est la lignée fibroblastique murine 3T3-L1. Ces 
cellules en culture doivent d'abord atteindre la confluence afin que l'inhibition de 
contact créée par le rapprochement entre les cellules occasionne l'arrêt de la 
croissance et la sortie du cycle cellulaire (G0) (Patel and Lane, 2000; Tang et al., 
2003). Cette étape permet l'expression de C/EBPÇ qui a pour rôle de séquestrer 
C/EBPp et 8 (Tang et al., 2003) jusqu'à l'entrée des cellules en phase S qui est le 
résultat de l'induction de la différenciation adipocytaire (Li et al., 2007b). 
L'induction de la différenciation dans un modèle cellulaire de différenciation est 
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possible à l'aide de molécules chimiques comme l'isobutylméthylxanthine (IBMX), 
la dexaméthasone et l'insuline (Otto and Lane, 2005; Sadowski et al., 1992; Yang 
and Ailhaud, 2008). L'IBMX est un inhibiteur des phosphodiestérases qui a pour 
effet l'augmentation d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) dans la cellule 
par l'inhibition de sa dégradation (Gregoire et al., 1998). La dexaméthasone, pour sa 
part, est un glucocorticoïde de synthèse qui active le récepteur des glucocorticoïdes 
(GR) (Ntambi and Young-Cheul, 2000; Wu et al., 1996) et l'insuline permet la 
captation du glucose par la translocation de transporteurs du glucose, GLUT4, à la 
membrane par la voie de signalisation du récepteur à l'insuline (Farese, 2001). Ces 
trois molécules permettent l'entrée en phase S et l'activation de C/EBPp et Ô. Ces 
deux membres des C/EBPs sont connus pour leurs effets prolifératifs menant à la 
reprise de la croissance cellulaire pour deux à trois cycles suivant l'arrêt de 
croissance (expansion clonale par mitose) (Tang et al., 2003). Au même moment, le 
cocktail de différenciation permet l'inhibition d'un autre membre de la famille, 
C/EBPa (MacDougald et al., 1994), inhibant ainsi ses effets antiprolifératifs qui 
empêcheraient l'expansion clonale par mitose requise pour initier les étapes 
suivantes de l'adipogenèse (Tang et al., 2003). Dans le même ordre d'idées, si 
l'environnement cellulaire n'est pas favorable à la différenciation, par la présence 
d'un niveau bas de glucose par exemple, l'expression de C/EBPÇ n'est pas diminuée 
et ceci a pour effet d'inhiber la différenciation (Tang and Lane, 2000). 
Parmi les signaux un peu plus tardifs impliqués dans la différenciation 
cellulaire, on retrouve l'activation de l'expression de C/EBPa et de PPARy par 
C/EBPp et 5 (Christy et al., 1991; Wu et al., 1996). C/EBPa et PPARy peuvent 
s'autoréguler et sont tous les deux des acteurs majeurs de la différenciation (Liao et 
al., 2007; Shao and Lazar, 1997). Toutefois, des études ont montré que la présence 
de C/EBPa n'était pas essentielle à la différenciation, tandis que l'expression de 
PPARy est requise et suffisante pour l'obtention d'adipocytes matures (Rosen et al., 
2002). C/EBPa et PPARy permettent l'expression d'une centaine de gènes 
impliqués dans le métabolisme des lipides chez les adipocytes, dont aP2 et la leptine 
qui sont généralement utilisés comme marqueurs d'adipocytes matures. La leptine 
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est une hormone sécrétée par le tissu adipeux qui joue un rôle majeur dans la 
régulation de la prise alimentaire (Levine and Levine, 2006) tandis qu'aP2 est une 
protéine cytoplasmique impliquée dans la liaison et le transport des acides gras 
(Tontonoz et al., 1994). 
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1.3 Les Récepteurs Nucléaires (NRs) 
Les récepteurs nucléaires (NRs) sont des facteurs de transcription exclusifs au règne 
animal (Escriva et al., 1998) ayant pour fonction la régulation de l'expression de gènes 
impliqués dans le développement, la reproduction, le métabolisme des lipides, 
l'homéostasie énergétique, la stéroïdogenèse et plusieurs autres phénomènes 
physiologiques tout en étant étroitement impliqués dans de nombreuses pathologies et 
désordres métaboliques (figure 1.7) (Bookout et al., 2006). Plus d'une centaine de NRs ont 
été identifiés à ce jour et ils sont classés en deux catégories : les NRs de type I et de type II. 
Les NRs de type I sont qualifiés de récepteurs stéroïdiens, parmi ceux-ci l'on retrouve le 
récepteur de la progestérone (PR), des oestrogènes (ER), des androgènes (AR), des 
glucocorticoïdes (GR) et des minéralocorticoïdes (MR). Les NRs de type II pour leur part 
regroupent les récepteurs des hormones thyroïdiennes (TR), de l'acide rétinoïque (RAR), 
de la vitamine D (VDR) ainsi que le retinoid X receptor (RXR) et le peroxisome 
proliferator-activaîed receptor (PPAR). Les autres récepteurs nucléaires, dont les ligands 
n'ont pas encore été identifiés, sont généralement de type II et sont qualifiés de récepteurs 
orphelins (McKenna et al, 1999). 
Sf't, DAX-1 « 
MNMn-
HNFfe-
Figure 1.7 Classification des récepteurs 
nucléaires. Adapté de Bookout et al., 2006. 
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1.3.1 Fonctions 
La fonction première de ces récepteurs est de réguler l'expression de gènes 
contenant un élément de réponse spécifique à chaque NRs en amont du promoteur 
de leurs gènes cibles (Aranda and Pascual, 2001). Cette région de l'ADN est 
composée d'une séquence spécifique qui est répétée dans une orientation de type 
palindromique ou répétition directe. Le premier doigt de zinc du domaine de liaison 
à l'ADN des récepteurs (section 1.3.4) est responsable de la reconnaissance de la 
séquence et celle-ci est influencée par plusieurs facteurs, dont les paires de bases 
formant la séquence, l'orientation et le nombre de nucléotides entre les deux 
répétitions ainsi que la séquence de paires de bases retrouvée en amont de l'élément 
de réponse (Aranda and Pascual, 2001; Chandra et al., 2008). Ces facteurs 
influencent la conformation tridimensionnelle du récepteur affectant ainsi le 
complexe protéique impliqué dans la régulation de l'expression des gènes cibles 
(Chandra et al., 2008). 
L'activité transcriptionnelle des NRs est généralement induite par un ligand, 
des modifications post-traductionnelles (MPTs) et l'interaction avec d'autres 
récepteurs ou des corégulateurs (Nolte et al., 1998; van Beekum et al., 2009). Parmi 
les ligands déjà identifiés des NRs on retrouve les hormones stéroïdiennes ou 
thyroïdiennes, des molécules comme la vitamine A ou D ainsi que des dérivés des 
acides gras. Ces molécules peuvent être qualifiées de messagers chimiques et sont 
véhiculées par la circulation sanguine tout en exerçant leurs effets par un récepteur 
précis. Ils sont généralement de petites molécules lipophiles ce qui leur permet 
d'atteindre leur récepteur au cytoplasme ou au noyau des cellules et ils possèdent 
une longue demi-vie (Aranda and Pascual, 2001). De plus, les NRs, de concert avec 
leurs corégulateurs, agissent comme des détecteurs de l'environnement cellulaire 
par leur capacité d'intégrer des signaux comme la présence de différents ligands ou 
l'activation des mitogen-activatedprotein kinase (MAPK), de la PKA et de voies de 
signalisation liées au stress environnemental (Bhat et al., 1994; Delmotte et al., 
1999; Gu and Roeder, 1997). Le lot de NRs et de corégulateurs exprimé dans 
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chaque type cellulaire est différent et permet une réponse propre et adéquate de 
chaque tissu ou organe aux variations métaboliques (Aranda and Pascual, 2001). 
1.3.2 Corégulateurs 
Un des aspects les plus importants dans la modulation de l'activité des NRs 
est leurs nombreuses interactions avec des corégulateurs et c'est ce qui complexifie 
la compréhension des mécanismes d'activation de la transcription (section 1.4.2). 
Les NRs n'ont pas une grande influence sur la transcription sans la présence de 
complexes protéiques de cofacteurs permettant d'accroître leurs effets 
transcriptionnels (McKenna et al., 1999). Il existe deux types de corégulateurs, les 
coactivateurs et les corépresseurs, qui sont les modulateurs positifs ou négatifs, 
respectivement, de l'activité transcriptionnelle des NRs. Les coactivateurs 
classiques possèdent généralement un motif LXXLL (NR box, où L correspond à 
une leucine et X à n'importe quel acide aminé) qui est impliqué dans la liaison avec 
le récepteur (Heery et al., 1997; McKenna et al., 1999; Nolte et al., 1998), tandis 
que les corépresseurs possèdent une région similaire à la NR box, nommée CoRNR 
(Aranda and Pascual, 2001). La différence entre le recrutement des coactivateurs ou 
des corépresseurs est minime et influencée par les changements de conformation du 
dimère de récepteurs liés ou non à leurs ligands en plus des séquences environnant 
la NR ou la CoRNR box. Dans certains cas, plusieurs corégulateurs partagent en 
partie leur séquence de liaison au récepteur (Puigserver et al., 1998), nécessitant la 
dissociation du premier afin que le second interagisse avec le NR. Dans le cas des 
corépresseurs classiques qui se lient en absence de ligand, la présence de celui-ci 
permet généralement la dissociation du corégulateur négatif (Chen and Evans, 1995; 
Yu et al., 2005) (Glass and Rosenfeld, 2000), libérant ainsi le site pour la liaison 
d'un coactivateur. Finalement, les corégulateurs permettent l'intégration de signaux, 
comme les modifications post-traductionnelles (MPTs), et permettent, par la 
chronologie de leur interaction, le remodelage de la chromatine et l'initiation de la 
transcription par l'assemblage de la machinerie transcriptionnelle de base (Dilworth 
and Chambon, 2001). 
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1.3.2.1 Mécanisme d'action 
L'interaction avec les corégulateurs est un phénomène qui peut être à 
la fois passif et actif. Le phénomène passif implique la compétition de 
différents NRs pour l'ADN ou leurs partenaires de dimérisation et 
d'intéraction pouvant ainsi réduire l'accès des corégulateurs (Chandra et al., 
2008). Dans le cas du phénomène actif, le recrutement de facteurs comme 
des corépresseurs ou des enzymes ayant pour effet des MPTs inhibent la 
formation du complexe d'initiation de la transcription ou, à l'inverse, le 
recrutement de coactivateurs (van Beekum et al., 2009). L'effet sur la 
transcription est possible par différents mécanismes comme l'interaction 
avec des membres de la machinerie transcriptionnelle ou des cofacteurs 
possédant des activités enzymatiques permettant la modification de la 
structure de la chromatine. Ces modifications sont possibles par une activité 
intrinsèque histone acétyltransférase ou histone déacétylase des cofacteurs 
recrutés ou par le recrutement de complexes protéiques possédants ces 
fonctions (Chen et al., 1999). Certains corégulateurs permettent même le 
recrutement du complexe remodeleur de la chromatine. Les effets des 
corégulateurs sont multiples et certains sont non conventionnels, comme la 
diminution de la dimérisation des récepteurs sur l'ADN (Burris et al., 1995; 
Poirier et al., 2005), ou sont encore inconnus. En résumé, les corégulateurs 
fonctionnent généralement sous la forme de complexe regroupant plusieurs 
cofacteurs et ayant un effet sur l'acétylation, la méthylation et la 
phosphorylation des histones ainsi que sur la machinerie transcriptionnelle 
de base (figure 1.8) (Aranda and Pascual, 2001; Dilworth and Chambon, 
2001; McKenna et al., 1999; Watson, 2004). 
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Figure 1.8 Recrutement du complexe d'initiation de la transcription 
par des corégulateurs. Tiré de Watson et al., 2004. 
La régulation de l'activité transcriptionnelle par les récepteurs 
nucléaires est un phénomène hautement régulé, dont plusieurs événements 
sont encore inconnus et qui implique de nombreux facteurs réunis sous 
forme de complexe agissant à des moments différents (figure 1.9) (McKenna 
and O'Malley, 2005). En absence de ligand, le dimère de NRs lié à l'ADN 
interagit avec des corépresseurs. La présence de ligand provoque la 
dissociation des corépresseurs et le recrutement du complexe SWI/SNF 
remodeleur de la chromatine (Cosma et al., 1999; Watson, 2004; Yoshinaga 
et al., 1992). Par la suite, la liaison de coactivateurs comme SRC et 
CBP/p300 permet l'acétylation des nucléosomes et la décompaction de la 
chromatine (Ogryzko et al., 1996; Spencer et al, 1997). De plus, des 
modifications post-traductionnelles des NRs ou des corégulateurs permettent 
la modulation de l'activité transcriptionnelle et la liaison de certains 
complexes en absence de ligand. Finalement, le complexe TRAP/DRiP 
permet le recrutement de la machinerie transcriptionnelle de base et 
l'initiation de la transcription (Freedman, 1999; White and Sharrocks, 2010). 
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Figure 1.9 Régulation de l'activité transcriptionnelle par les récepteurs 
nucléaires, chronologie du recrutement des complexes de corégulateurs. A) 
En absence de ligand, le dimère de NRs lié à l'ADN interagit avec des corépresseurs. 
B) La présence de ligand provoque la dissociation des corépresseurs et le 
recrutement du complexe SWI/SNF remodeleur de la chromatine. C) La liaison de 
coactivateurs comme SRC et CBP/p300 permet l'acétylation des nucléosomes. D) 
Des modifications post-traductionelles des NRs ou des corégulateurs permettent 
la modulation de l'activité transcriptionnelle. E) Le complexe TRAP/DRIP permet le 
recrutement de la machinerie transcriptionnelle de base et l'initiation de la 
transcription. Adapté de nuclear receptor signaling atlas (NURSA), Interactive 
tutorial on nuclear receptor signaling, 2010. 
1.3.3 Classifications 
Contrairement aux NRs de type I qui sont retrouvés au cytoplasme ou au 
noyau des cellules, les NRs de type II sont majoritairement localisés au niveau du 
noyau (Gurnell et al., 2000) et ils ont la capacité de se lier à l'ADN en absence et en 
présence de ligand (Tsai and O'Malley, 1994). Cette caractéristique leur permet de 
réprimer et d'activer l'expression de leurs gènes cibles. Les récepteurs appartenant à 
cette classe peuvent également se lier en tant que monomère, homodimère et 
hétérodimère sur divers types d'élément de réponse comme les palindromes, les 
palindromes inversés et les répétitions directes (figure 1.10) (Glass, 1996), alors que 
les récepteurs stéroïdiens sont généralement retrouvés sous la forme d'homodimère 
sur des éléments de réponse de type palindromique (McKenna et al., 1999). Les 
différences de séquence de reconnaissance et de dimérisation sont responsables des 
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différentes amplitudes et réponses transcriptionnelles et sont attribuables à certains 
éléments de la structure des NRs (Aranda and Pascual, 2001 ; McKenna et al., 1999). 
E K 
C=XT3— 
palindrome répétition palindrome 
directe inversé 
Figure 1.10 Types d'élément de réponse. 
Adapté de Glass, 1996. 
1.3.4 Structure 
Les NRs sont composés de 4 grands domaines qui ont des fonctions 
spécifiques (figure 1.11). Le domaine A/B est situé en position N-terminale du 
récepteur et est le plus variable en longueur et en séquence. C'est également 
l'emplacement de la région d'activation indépendante du ligand, désignée AF-1. Le 
domaine A/B contribue à la spécificité des NRs en raison de sa grande variabilité 
(Aranda and Pascual, 2001). 
COOH 
Figure 1.11 Structure des récepteurs nucléaires. 
Adapté de Aranda et al., 2001. 
En second, se retrouve le domaine le plus conservé, le domaine C. 
Egalement nommé domaine de liaison à l'ADN (DBD), il est responsable de la 
reconnaissance de séquences précises de l'ADN que sont les éléments de réponse 
des différents NRs. Il est formé de deux doigts de zinc, le premier étant capital à la 
liaison à l'ADN et le second requis dans la dimérisation du récepteur (Chandra et 
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al., 2008; Rastinejad et al., 2000). De plus, il est impliqué dans l'export du noyau de 
certains récepteurs et de l'interaction avec des corégulateurs (Aranda and Pascual, 
2001). 
Par la suite se trouve un domaine plus ou moins conservé faisant la jonction 
entre le DBD et le domaine de liaison au ligand (LBD) : le domaine D ou domaine 
charnière. Ce domaine possède une séquence de localisation nucléaire, dans le cas 
de certains NRs, ainsi que des résidus responsables de l'interaction avec des 
corépresseurs (Aranda and Pascual, 2001). 
Le dernier domaine est le domaine E/F qui se retrouve en C-terminal de la 
structure des NRs. C'est le LBD et il est responsable de l'activation 
transcriptionnelle dépendante du ligand par la portion désignée AF-2 (Wurtz et al., 
1996). Ce domaine est formé de 12 hélices a et de 4 feuillets p qui permettent la 
grande mobilité structurale de ce domaine tout en ayant un effet sur la conformation 
complète du NR (Moras and Gronemeyer, 1998). Une autre fonctionnalité du 
domaine E/F est sa contribution dans le phénomène de dimérisation. Certaines 
informations laissent penser que la structure des NRs liée à leur ligand est plus 
compacte et que les changements de conformation subséquents à la liaison du ligand 
seraient responsables des changements d'affinité des récepteurs pour l'ADN, les 
partenaires de dimérisation ainsi que les corégulateurs recrutés (Aranda and Pascual, 
2001). 
1.3.5 Les PPARs 
Il existe 3 isotypes de peroxisome proïiferator-activated receptors (PPARs), 
PPARa, p/ô et y. Ils sont transcrits à partir de trois gènes différents (Lemberger et 
al., 1996) et sont des récepteurs appartenant à la classe II de la grande famille des 
récepteurs nucléaires (Laudet et al., 1992). Ils régulent l'expression de gènes 
possédant un élément de réponse aux PPARs de type répétition directe espacée d'un 
nucléotide (DR-1) (IJpenberg et al., 1997). Les PPARs sont majoritairement 
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impliqués dans le métabolisme des lipides et des acides gras ainsi que dans 
l'homéostasie énergétique (Bookout et al., 2006; Wahli et al., 1995). PPARa est 
principalement présent dans le foie et le muscle squelettique, PPAR p/S, pour sa 
part, a une expression ubiquitaire tandis que PPARy est exprimé presque 
exclusivement chez les adipocytes (Lemberger et al., 1996). 
Les PPARs sont activés par des dérivés des acides gras et sont reliés aux 
voies métaboliques régulées par d'autres NRs (Forman et al., 1997). Par exemple, 
les PPARs ont un effet négatif sur l'activité des TRs et du ER sur certains gènes 
(Lemberger et al., 1996; Saatcioglu et al., 1993), tandis que l'expression hépatique 
de PPARa est influencée par le GR (Yamada et al., 1994). Ces interactions entre 
différentes voies métaboliques permettent une réponse appropriée des différents 
tissus face à leur environnement ainsi que l'orchestration du métabolisme (figure 
1.2). PPARa est impliqué dans les voies cataboliques du métabolisme des acides 
gras (Lemberger et al., 1996), tandis qu'à l'opposé, PPARy stimule l'accumulation 
de lipides chez les adipocytes (Gervois and Fruchart, 2003; Lehrke and Lazar, 2005; 
Mueller et al., 2002). À ce jour, le rôle précis de PPAR(3/6 est encore inconnu, par 
contre, il est exprimé constitutivement chez les adipocytes (Fu et al., 2005) et dans 
plusieurs types cellulaires, ce qui pourrait suggérer son implication dans une voie 
métabolique généralisée. Certaines études ont démontré son implication dans la 
capacité oxydative du muscle squelettique ainsi que ses effets lipogéniques sur le 
tissu adipeux. En prenant en compte les effets des trois isotypes de PPARs, il 
semblerait qu'ils agissent de concert dans la régulation du métabolisme énergétique 
et qu'ils sont des cibles potentielles dans la compréhension de pathologies liées à 
l'obésité et au syndrome métabolique (Vamecq and Latruffe, 2000). 
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Figure 1.12 Voies métaboliques influencées par les PPARs. KEGG Pathway Database, 
http://www.geriome.jp/kegg-bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map03320&key 
word=PPARs, accédé nov 2010 
1.3.5.1 PPARy 
De nombreuses études ont démontré l'importance de PPARy dans la 
formation des tissus adipeux, bruns et blancs, et dans l'accumulation des 
lipides chez les adipocytes en plus de son action au niveau du système 
immunitaire (Gurnell et al., 2000; Wu et al., 1996; Lemberger et al., 1996). 
PPARy2 est reconnu comme l'acteur principal de l'adipogenèse (Mueller et 
al., 2002) et est impliqué dans de nombreux phénomènes liés à l'obésité et 
au syndrome métabolique en plus de son implication dans le phénomène de 
résistance à l'insuline par son action en tant qu'insulino-sensibilisateur 
(Rocchi et al., 2001; Moore, 2005). En plus de son rôle de modulateur de 
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l'adipogenèse, il est largement utilisé à titre de marqueur tardif de la 
différenciation adipocytaire (Fu et al., 2005; Fajas et al., 1998). 
La liaison à l'ADN de PPARy requiert son hétérodimérisation avec 
un autre NR, le retinoid X receptor a (RXRa). Cette interaction est possible 
sur l'élément de réponse aux PPARs (PPRE), de type DR-1, du promoteur 
des gènes cibles (figure 1.13) (Chandra et al., 2008; IJpenberg et al., 1997). 
De plus, des études in vivo ont révélé l'incapacité d'homodimérisation de 
PPARy (Nolte et al., 1998). En absence de ligand, la conformation du dimère 
sur l'ADN permet le recrutement de corépresseurs ce qui réprime 
l'expression des gènes cibles (Glass and Rosenfeld, 2000; Lehrke and Lazar, 
2005). Le cas contraire est observé en présence de ligands : ces derniers 
permettent un changement conformationnel permettant l'interaction avec des 
coactivateurs (Chandra et al., 2008). Ce phénomène permet la décompaction 
de la chromatine et le recrutement de la machinerie transcriptionnelle de 
base dans la région promotrice des gènes exprimés lors de la différenciation 
adipocytaire, activant ainsi leur transcription. 
PPAR 
Figure 1.13 Hétérodimérisation de PPAR et de RXR sur l'élément de 
réponse aux PPARs. Élément de réponse de type répétition directe, DR-1. 
Tiré de Chandra et al., 2008. 
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L'activation de PPARy est possible par des ligands physiologiques et 
pharmacologiques. Parmi les ligands physiologiques, on retrouve certains 
acides gras et leurs métabolites ainsi que les eicosanoïdes (Lehrke and Lazar, 
2005). Les thiazolidinediones (TZDs), comme la rosiglitazone (rosi), sont 
des molécules utilisées dans le traitement du diabète de type 2 qui 
augmentent la sensibilité à l'insuline et sont des ligands pharmacologiques 
de PPARy (Moore, 2005) (Nolan et al., 1994). Des observations ont 
démontré la faible affinité des ligands physiologiques connus pour PPARy 
(Nolte et al., 1998). Ces résultats, de concert avec ceux d'études 
fonctionnelles de PPARy favorisent l'hypothèse qu'un ligand non déterminé, 
produit transitoirement par les adipocytes et de haute affinité pour PPARy, 
pourrait exister (Tzameli et al., 2004). Jusqu'à maintenant, aucune autre 
évidence ne semble aller en ce sens et PPARy est plutôt reconnu comme un 
détecteur sensible de plusieurs ligands impliqués dans le métabolisme des 
lipides (Lehrke and Lazar, 2005). Des études structurelles de PPARy 
semblent confirmer cette hypothèse. En effet, PPARy possède un LBD 
différent de la majorité des NRs, la structure du LBD contient une hélice a 
supplémentaire désignée H2' (Aranda and Pascual, 2001). De par ce fait, la 
poche de liaison du ligand de PPARy est plus grande et plus accessible pour 
des ligands de tailles différentes que celle des autres NRs (Uppenberg et al., 
1998). 
Il existe deux isoformes de PPARy chez les adipocytes qui sont des 
variants d'épissage du même gène : PPARyl et y2 dont la différence réside 
dans la variation de leur séquence en N-terminale (Mueller et al., 2002). Les 
deux sont exprimées dans le tissu adipeux bien que l'isoforme yl est 
également retrouvée dans plusieurs autres tissus. Les deux isoformes seraient 
impliquées dans la différenciation adipocytaire, mais il semble que PPARy2 
soit plus efficace pour induire l'adipogenèse. PPARy2 serait donc l'isoforme 
active lorsque la quantité de ligands est limitante (Mueller et al., 2002). De 
plus, selon certaines études in vivo, l'invalidation de l'isoforme y2 aurait 
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pour conséquence la diminution de la masse de tissus adipeux (Liao et al., 
2007; Mueller et al., 2002). Au niveau structural, PPARy2 possède 30 acides 
aminés de plus que PPARyl, à l'extrémité N-terminale du récepteur 
(figure 1.14) (Lehrke and Lazar, 2005), ce qui augmente son activation 
transcriptionnelle indépendante du ligand dû à des modifications post-
traductionnelles, comme la sumoylation, la phosphorylation et 
l'ubiquitination (van Beekum et al., 2009). 
PPARyl 
PPARy2 
Figure 1.14 Différence structurale entre les différents isoformes de PPARy. 
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1.4 La Modulation de l'Activité de PPARy 
PPARy peut réguler l'activité transcriptionnelle de ses gènes cibles positivement, 
mais également négativement (Tsai and O'Malley, 1994). Cette propriété des NRs de type 
II est dépendante de nombreux facteurs affectant la conformation tridimensionnelle du 
récepteur. La conformation des facteurs de transcription de la grande famille des NRs est 
variable par des modifications post-traductionnelles, l'interaction avec l'ADN ou des 
cofacteurs comme des corégulateurs, des éléments de la machinerie transcriptionnelle ou 
des partenaires de dimérisation ainsi que la présence de ligand (Chandra et al., 2008). Tous 
ces facteurs permettent d'activer ou d'inhiber la transcription à différents niveaux, 
permettant ainsi la modulation de l'expression des gènes. Sans ces divers éléments, l'action 
des NRs est presque nulle (McKenna and O'Malley, 2005). 
1.4.1 Modifications post-traductionnelles (MPTs) 
Plusieurs études ont soulevé la question de l'implication de la région N-
terminale de PPARy2 dans l'adipogenèse. Plusieurs ont émis l'hypothèse que la 
région N-terminale des PPARs serait impliquée dans la détermination des gènes 
cibles puisque c'est cette section de la protéine qui varie le plus (Hummasti and 
Tontonoz, 2006). Jusqu'à présent, peu de corégulateurs ont été identifiés comme 
interagissant dans la partie N-terminale. Par contre, la région AF-1 est la cible de 
MPTs qui modulent l'activité de PPAR (Choi et al., 2010; van Beekum et al., 2009). 
Il existerait un lien entre les MPTs et le recrutement de corégulateurs, mais l'inverse 
est également plausible (van Beekum et al., 2009). Trois MPTs sont connues 
comme affectant l'activité transcriptionnelle de PPARy : la phosphorylation, la 
sumoylation et l'ubiquitination. 
La phosphorylation est une des MPTs les plus communes. Cela fait plus 
d'une décennie que l'on connait l'effet inhibiteur de la phosphorylation de PPARy 
par les MAPKs (Shao et al., 1998). A ce jour, deux sites de phosphorylation ont été 
identifiés chez PPARy et seraient localisés sur la sérine 112 et 273 de PPARy2 (S82 
et S243 de PPARyl) (Choi et al., 2010; van Beekum et al., 2009). La SI 12 fait 
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partie de la séquence consensus des MAPKs et de la région AF-1 du récepteur. 
Cette phosphorylation par les MAPKs est possible par la voie ERK1/2, activée par 
des facteurs de croissance, mais également par les voies JUNK et p38 MAPK, 
activées en condition de stress (Adams et al., 1997; Camp et al., 1999). Cette MPT 
affecte la liaison du ligand, ce qui laisse croire à la possibilité d'une communication 
entre le domaine AF-1 et le LBD à partir de changements conformationnels du 
récepteur. Étonnamment, une phosphorylation sur le même site, mais cette fois par 
cdk7 ou cdk9 aurait un effet positif sur la transcription (Compe et al., 2005; Iankova 
et al., 2006). La nature de la MPT ne serait pas l'unique facteur de l'effet engendré, 
l'environnement cellulaire serait également un facteur crucial et déterminant dans la 
finalité de cet effet (Hosooka et al., 2008). Pour sa part, la S273 est phosphorylée 
par Cdk5 et cette phosphorylation est influencée par plusieurs cytokines comme le 
TNFa et IL-6. De plus, cette phosphorylation n'a pas d'effet sur les marqueurs 
adipogéniques classiques, mais influence des gènes impliqués dans les pathologies 
liées à l'excès pondéral. En effet, l'inhibition de cette MPT sur la S273 améliore la 
sensibilité à l'insuline (Choi et al., 2010). 
Deux autres MPTs sont également connues pour influencer l'activité 
transcriptionnelle de PPARy, la sumoylation et l'ubiquitination. La sumoylation est 
le lien covalent d'un peptide d'environ 100 acides aminés, nommés SUMO pour 
s mail ubiquitin-lïke modifier, sur un résidu lysine (K) (Geiss-Friedlander and 
Melchior, 2007). Deux sites de sumoylation de PPARy sont connus, Kl 07 et K395 
de PPARy2 (K77et K365 de PPARy 1). La sumoylation semble inhiber l'activité 
transcriptionnelle de PPARy en modifiant soit la stabilité de la protéine ou en 
permettant le recrutement de corépresseurs (van Beekum et al., 2009). Il semblerait 
que la sumoylation de la lysine 107 est dépendante de la phosphorylation sur la 
sérine 112 par les MAPKs (Yang and Grégoire, 2006). Ces deux modifications 
permettent le recrutement de corépresseurs, affectant ainsi négativement 
l'adipogenèse et expliquant les effets inverses observés entre la phosphorylation par 
les MAPKs et celle par cdk7 et cdk9. De plus, la liaison de SUMO sur K395, chez 
les macrophages, inhibe certains gènes impliqués dans la réponse inflammatoire. 
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Pour sa part, l'ubiquitination est un processus similaire à la sumoylation, mais 
provoque l'effet inverse sur la transcription (Hauser et al., 2000) (Floyd and 
Stephens, 2002). Malgré le fait que l'ubiquitination provoque la dégradation du 
récepteur par le protéasome, il semblerait que cette voie de signalisation favorise 
l'activité transcriptionnelle de nombreux NRs (Alarid, 2006) et serait elle-même 
favorisée par l'activation des PPARs. Ainsi, la présence de cytokines et de ligands 
ainsi que l'hypophosphorylation du récepteur sont liés à l'ubiquitination et 
augmentent donc l'activité transcriptionnelle et le recyclage du récepteur (van 
Beekum et al., 2009). 
1.4.2 Corégulateurs de PPARy 
1.4.2.1 Coactivateurs de PPARy 
Les coactivateurs de PPARy les plus souvent cités sont : les steroid 
receptor co-activating factors (SRC) de la famille des protéines pl60, le 
PPARy coactivaîor-1 (PGC-1), le cAMP-response element-binding protein 
(CBP), la protéine p300 et le constitutive coactivator of PPARy (CCPG). 
Les protéines faisant partie de la famille pl60 sont parmi les premiers 
coactivateurs à avoir été identifiés (Onate et al., 1995) et comprennent trois 
SRC : SRC-1, SRC-2 et SRC-3. SRC-1 comprend deux NR box et se lie sur 
le LBD du NR en présence de ligand (Nolte et al., 1998). Plusieurs études 
ont démontré sa capacité à lier les régions AF-1 et AF-2 des NRs (Ikonen et 
al., 1997; Mclnerney et al., 1996; Onate et al., 1998). Il interagit avec 
PPARy et PGC-1 en présence de FMOC-L-Leu, un agoniste de PPARy, 
augmentant la thermogenèse et favorisant la formation de tissu adipeux brun 
(Louet and O'Malley, 2007), mais il ne semble pas avoir un effet très 
prononcé sur la formation du tissu adipeux blanc. Pour leur part, SRC-2 
semble avoir un rôle partiel dans la différenciation adipocytaire et est recruté 
en présence de rosiglitazone (Rocchi et al., 2001) tandis que SRC-3 semble 
avoir un plus grand impact sur l'adipogenèse via les CCAAT/ enhancer-
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bindingprotein (C/EBP) (Rocchi et al., 2001). SRC-3 est capable d'interagir 
avec C/EBPa et ô au cours du processus de différenciation et a un effet sur 
l'expression de PPARy2 (Louet and O'Malley, 2007). 
CBP et p300 sont deux coactivateurs ubiquitaires impliqués dans 
plusieurs événements cellulaires (Lundblad et al., 1995) et possédant une 
similarité de séquence, mais ayant des fonctions différentes (Chakravarti et 
al., 1996). Ils fonctionnent de concert à des temps précis de l'adipogenèse et 
sont indispensables à l'activation maximale de PPAJRy (Takahashi et al., 
2002). CBP/p300 sont connus pour interagir avec les domaines DEF des 
NRs en présence de ligand et avec les domaines AB en absence de ligand 
(Gelman et al., 1999). Ces observations confirment l'implication de la région 
N-terminale dans la spécificité de l'activation des NRs et du recrutement de 
coactivateurs. 
CCPG pour sa part est un coactivateur différent de ceux mentionnés 
précédemment. Il est exprimé dans plusieurs tissus et a été identifié comme 
un coactivateur indépendant de la présence de ligand (Li et al., 2007a). Il se 
lie à la région charnière de PPARy (domaine D) et bien qu'il possède un 
motif LXXLL, il n'est pas requis dans l'interaction avec les NRs (Li et al., 
2007a). En fait, sa partie N-terminale semble promouvoir l'activité 
transcriptionnelle de PPARy, tandis que sa partie C-terminale produit l'effet 
inverse. Malgré cela, il est identifié comme un coactivateur de PPARy 
puisque sa surexpression dans un modèle cellulaire de différenciation 
adipocytaire permet l'adipogenèse (Li et al., 2007a). 
Des études d'invalidation de coactivateurs dans un modèle mur in ont 
permis de déterminer leurs implications importantes dans plusieurs 
processus physiologiques et dans le développement. L'invalidation de SRC-
1 a révélé des anomalies de reproduction (Xu et al., 1998), le développement 
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de l'obésité ainsi qu'une diminution de la thermogénèse (Picard et al, 2002). 
Dans le cas de SRC-2 les animaux étaient infertiles (Picard et al., 2002), 
minces et avaient une activité thermogénique augmentée (Gehin et al., 
2002). Finalement, l'invalidation de CBP/p300 est létale au stade 
embryonnaire (Kasper et al., 2006; Yao et al., 1998). 
1.4.2.2 Corépresseurs de PPARy 
De l'autre côté de la balance se retrouvent les corépresseurs qui sont 
connus pour interagir avec les NRs en absence de ligand et pour inhiber leur 
activité transcriptionnelle (Glass and Rosenfeld, 2000; Yu et al., 2005). Peu 
de corépresseurs de PPARy ont été identifiés jusqu'à maintenant. Ce manque 
d'information peut être attribué au manque de connaissance en ce qui a trait 
au ligand des PPARs. Toutefois, le nuclear receptor corepressor (NCoR), le 
silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptor (SMRT) et 
sirtuin 1 (Sirtl) sont connus pour moduler négativement l'activité 
transcriptionnelle de PPARy (Yu et al., 2005; Picard et al., 2004). 
NCoR et SMRT se lient à PPARy en absence de ligand et permettent 
le recrutement d'un complexe de corépresseurs possédant une activité 
histone déacétylase permettant la compaction de la chromatine (Glass and 
Rosenfeld, 2000). Cette activité rend le promoteur des gènes cibles 
inaccessible à la machinerie transcriptionnelle. Les deux corépresseurs 
interagissent avec PPARy2 dans un modèle cellulaire de différenciation 
adipocytaire (3T3-L1). Toutefois, SMRT a une plus grande affinité pour le 
récepteur que NCoR. La nature du ligand et la présence de coactivateurs 
peuvent influencer la dissociation des corépresseurs. Cependant, il semble 
que la présence de ligand suffise pour déloger NCoR et SMRT (Guan et al., 
2005) et que certains coactivateurs, comme PGC-1, se lient à proximité du 
site de liaison avec les corépresseurs (Puigserver et al., 1998). De plus, 
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certaines expérimentations ont démontré que l'absence de ces corépresseurs 
n'était pas suffisante pour induire l'adipogenèse (Yu et al., 2005). 
Pour sa part, Sirtl a été identifié comme un corépresseur de PPARy 
faisant partie d'un complexe impliquant NCoR et SMRT (Picard et al, 
2004). Sa surexpression dans un modèle cellulaire a pour effet la diminution 
de l'adipogenèse et semble affecter à la baisse l'expression de gènes 
impliqués dans la gestion de la différenciation adipocytaire et le stockage des 
lipides. Une augmentation de l'expression de Sirtl occasionne la diminution 
de C/EBPa et ô ainsi que d'aP2. De plus, l'interaction entre PPARy et Sirtl 
semble être favorisée en période de jeûne et a pour effet la stimulation de la 
lyse des triglycérides (TG) et la libération des acides gras (Picard et al., 
2004). 
Pour ce qui est des études d'invalidation in vivo, il semble que les 
corépresseurs ont également une implication cruciale dans le développement. 
En effet, les animaux n'exprimant pas NCoR présentent de graves défauts 
développementaux qui sont létaux au stade embryonnaire (Jepsen et al., 
2000). 
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1.5 General Receptor for Phosphoinositides 1 (GRP1) 
Le général receptor for phosphoinositides 1 (GRP1) fait partie de la famille des 
cytohésines, un groupe de facteurs d'échange nucléotidique des adenosine diphosphate 
ribozylation factors (ARJFs). Cette famille inclut cytohésine-1, ARF nucleotide-binding site 
opener (ARNO, cytohésine-2) ainsi que GRP1 aussi connu sous le nom de cytohésine-3 ou 
bien encore ARNO 3. Cette famille de protéines est connue pour être recrutée à la 
membrane dans plusieurs types cellulaires après une stimulation qui requiert un domaine 
PH (section 1.5.1.3) et qui est sensible aux inhibiteurs de la phosphatidylinositol 3-kinase 
(PI3K). 
GRP1 est une protéine exprimée dans la majorité des tissus humains (Poirier et al., 
2005) ainsi que chez les adipocytes 3T3-L1 et HIRcB (Clodi et al., 1998). Son expression 
la plus élevée se retrouve au niveau du placenta, des gonades mâles et d'une lignée 
cellulaire dérivée d'un adénocarcinome colorectal (SW480). Toutefois, son expression est 
également marquée au niveau du cerveau, du cœur, des reins, des poumons et de la glande 
thyroïde. En ce qui a trait aux lignées cellulaires communes de carcinomes, il est exprimé 
chez les cellules HeLa, JEG, CV-1 et GH3 (Poirier et al., 2005). Son expression est 
majoritairement cytoplasmique, mais une augmentation du phosphatidylinositol (3,4,5)-
trisphosphate (PIP3) à la membrane provoque sa relocalisation à la membrane plasmique 
(Cronin et al., 2004; Klarlund et al., 1997; Klarlund et al., 1998). Certaines études ont 
également observé la présence de GRP1 au noyau après son interaction avec le PIP3 
(Langille et al., 1999; Oatey et al., 1999; Poirier et al., 2005). 
1.5.1 Structure de GRP1 
La structure des membres de la famille des facteurs d'échanges 
nucléotidiques des ARFs est hautement conservée. Ils possèdent 3 domaines. En N-
terminal on retrouve le domaine Coiled Coil, suivi du domaine Sec7 puis, en C-
terminal, du domaine PH (figure 1.15) (Poirier et al., 2005). Les protéines de cette 
famille ont une homologie de séquence proche de 80 % (DiNitto et al., 2010; Franco 
et al., 1998), tandis que l'homologie de la même cythohésine entre différentes 
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espèces est beaucoup plus élevée. En effet, GRP1 humain et murin possèdent 99 % 
d'homologie de séquence (Klarlund et al., 1997). 
Figure 1.15 Structure et fonctions de GRP1. Adapté de Poirier et al., 2005. 
1.5.1.1 Domaine Coiled Coil 
Le domaine Coiled Coil est formé de 40 acides aminés positionnés 
dans la portion N-terminale de GRP1 et sa structure tridimensionnelle est 
généralement associée à un motif de type leucine zipper (Klarlund et al., 
2001). Ce domaine est le moins conservé et le site d'interactions protéiques 
(Zhang et al., 2009). Les variations de séquence de ce domaine seraient 
responsables de la diversité et de la spécificité de liaison avec des protéines 
d'échafaudage (Klarlund et al., 2001; MacNeil and Pohajdak, 2009). Des 
études ont soulevé la question que GRP1 pourrait homodimériser. En effet 
ARNO est connu pour former un dimère stable (Chardin et al., 1996). 
Toutefois, ce n'est pas le cas de cytohésine-1 (Klarlund et al., 2001). Pour sa 
part, le cas de GRP1 ne semble pas tout noir ou blanc : GRP1 a la capacité 
d'homodimériser à certaines concentrations (DiNitto et al., 2010). Par 
contre, l'interaction avec d'autres protéines comme cytohesin-l-associated 
scaffold protein (CASP) et GRPl-associated scaffold protein (GRASP) 
semble être favorisée et est possible grâce à leur domaine Coiled Coil. 
Chapitre 1. Introduction : Section 1.5 General Receptor for Phosphoinositides 1 41 
1.5.1.2 Domaine Sec7 
Le domaine Sec7 est formé de 200 acides aminés et est la partie 
centrale de la protéine (Franco et al., 1998; Jackson and Casanova, 2000). 
Cette section est hautement conservée et responsable de l'activité d'échange 
nucléotidique des ARFs qui semble plus spécifique de ARF1, mais catalyse 
également l'échange nucléotidique de ARF6 (Cohen et al., 2007; Franco et 
al., 1998; Langille et al., 1999; Venkateswarlu et al., 1998). La fonction du 
domaine Sec7 est de catalyser le délogement du GDP lié aux ARFs et 
permettre la liaison de GTP qui pourra être hydrolysé (Casanova, 2007; 
Leevers et al., 1999). Cette fonction ne requiert pas la participation des 
autres domaines de la protéine, mais semble être inhibée par la région 
comprise entre ce domaine et le domaine PH. La liaison à ARF6 et des 
modifications post-traductionnelles sont capables de lever cette inhibition 
(DiNitto et al., 2007). 
1.5.1.3 Domaine PH 
Le pleckstrin homology domain, ou domaine PH, est un domaine de 
120 acides aminés hautement conservé qui est généralement retrouvé chez 
des protéines impliquées dans la signalisation cellulaire ou dans 
l'arrangement du cytosquelette (He et al., 2008; Rnight and Falke, 2009; 
Manna et al., 2007). Ce domaine est responsable de la reconnaissance des 
phosphatidylinositols par la boucle liant le premier et le second feuillet p du 
domaine PH (Klarlund et al., 1998). Lorsque cette boucle contient deux 
glycines, l'affinité de la protéine pour le PIP3 est supérieure à celle du 
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2). Par contre, si le motif en 
contient 3, l'affinité pour le PIP3 ou le PIP2 est similaire (Klarlund et al, 
2000). Selon la littérature, les protéines de la famille de GRP1 existent sous 
les formes doubles et triples glycines (Ogasawara et al., 2000). 
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1.5.2 Partenaires de GRP1 
1.5.2.1 ARFs 
Les ARFs font partie de la famille des Ras et sont des petites 
protéines G monomériques liant la guanosine triphosphate (GTP) (Franco et 
al., 1998; Klarlund et al., 2001). Ils sont classifiés en trois groupes en 
fonction de leur structure et 5 d'entre eux sont exprimés chez l'homme. La 
classe I comprend ARF1 et ARF3 qui sont impliqués dans l'assemblage des 
vésicules, plus particulièrement dans le recrutement des protéines du 
manteau de celles-ci. La classe II est composée de ARF4 et ARF5 et est 
impliquée dans le maintien de compartiments cellulaires. La classe III, pour 
sa part, comprend uniquement ARF6 qui est retrouvé à la membrane 
plasmique (Cavenagh et al., 1996; Jackson and Casanova, 2000). ARF6 est 
impliqué dans l'endocytose et le recyclage des récepteurs couplés aux 
protéines G (GPCR) (Claing et al., 2001; D'Souza-Schorey et al., 1995). 
Afin d'assurer leur fonction dans la cellule, les ARFs ont besoin de protéines 
accessoires, comme GRP1, qui catalysent le passage de la forme inactive liée 
au GDP à la forme active liée au GTP (Jackson and Casanova, 2000; 
Langille et al., 1999; Moss and Vaughan, 1998). GRP1 a une meilleure 
affinité pour ARF1 que pour ARF6. L'interaction entre GRP1 et les ARFs 
semble être via le domaine Sec7, quoique son interaction avec ARF6 est par 
son domaine PH et requiert la présence de PIP3 et de GTP (Cohen et al., 
2007; DiNitto et al., 2007). 
1.5.2.2 Protéines d'échaffaudages 
Trois protéines d'échafaudages sont connues à ce jour pour interagir 
avec GRP1 par leur domaine Coïled Coil : cytohesin-associated scaffolding 
protein (CASP), GRPl-associated scaffold protein (GRASP) et GRP1 
signaling partner 1 (GRSP1). CASP est une protéine participant au 
rassemblement de complexes protéiques associé au trafic vésiculaire et aux 
voies de signalisation à l'intérieur de la cellule. De concert avec GRASP, il 
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est impliqué dans des mécanismes importants du système immunitaire et 
améliore l'efficacité de ce système en condition de stress (MacNeil and 
Pohajdak, 2009). De plus, il semble intervenir dans des phénomènes 
d'adhésion et de migration cellulaires et est recruté à la membrane par 
l'activation d'intégrines en présence de fibronectine ou de ICAM-1 
(Montoya et al., 2002). GRASP est fortement exprimé au cerveau, mais 
également au niveau des poumons, du cœur, des reins et des ovaires, ce qui 
est similaire aux organes exprimant GRP1 (Nevrivy et al., 2000; Poirier et 
al., 2005). L'expression de GRASP est augmentée par l'action de l'acide 
rétinoïque sur les récepteurs nucléaires RAR et RXR. Il semble favoriser 
l'association de GRP1 à la membrane plasmique et est connu pour 
colocaliser avec ARF6 (Nevrivy et al., 2000). GRASP pourrait donc faire 
partie d'une voie de signalisation incluant GRP1 et ARF6 à la membrane 
plasmique. L'hétérodimère GRSP1-GRP1, pour sa part, semble être 
impliqué dans une voie de signalisation impliquant la modulation du 
cytosquelette d'actine, puisqu'il colocalise, suite à un traitement à l'insuline, 
avec l'actine F au niveau d'ondulation de la membrane plasmique (Klarlund 
et al., 2001). 
1.5.2.3 NRs 
L'identification de plusieurs corégulateurs des NRs a été possible à 
l'aide du système yeast two-hybrid permettant l'identification de protéines 
faisant partie d'un complexe interagissant avec une section du NR d'intérêt 
et l'identification de GRP1 en tant que potentiel corégulateur des TRs, dans 
le laboratoire de Marie-France Langlois, n'y a pas échappé (Poirier et al., 
2005). D'un autre côté, des études d'interaction in vitro, comme le GST-pull 
down et la coimmunoprécipitation (CoIP), permettent l'étude d'interactions 
entre des cibles potentielles et le NR d'intérêt. 
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Des études d'interactions in vitro de GST-pull clown ont permis de 
caractériser l'interaction de GRPl avec plusieurs récepteurs nucléaires. GRPl 
interagit avec AR, ERa, TRal, TRpi, TRp2, mais n'interagit pas avec RARa et 
RXRa (Poirier, 2005). En ce qui a trait aux TRs, l'ajout de triiodothyronine (T3) 
n'affecte pas cette liaison et le DBD des TRs est suffisant pour l'interaction 
avec GRPl. Au niveau de GRPl, le domaine PH est nécessaire à la l'interaction 
avec le récepteur nucléaire. Cette étude a également montré que l'interaction 
était possible dans un modèle cellulaire par la technique de CoIP et qu'elle est 
observée au niveau cytoplasmique et nucléaire. GRPl est impliqué dans la 
régulation des gènes cibles des TRs (section 1.5.3.2), mais pourrait également 
avoir un effet dans les actions non génomiques induites par la T3. En effet, la T3 
semble influencer l'activation de la PI3K (Bhargava et al., 2009). 
A la suite des résultats obtenus de l'action de GRPl avec les TRs et 
puisque les TRs et les PPARs ont une structure similaire, particulièrement pour 
le DBD, des essais in vitro d'interaction de GRPl avec les différents isotypes 
de PPARs ont été effectués. Ces expérimentations ont montré l'interaction entre 
GRPl et PPARa, ô, yl et y 2 (figure 1.16). 
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Figure 1.16 Interaction in vitro entre GRPl et les PPARs. Analyse d'interaction 
entre GRPl et les PPARs par GST pull-down. PPARa, PPARÔ, PPARyl et PPARy2 
interagissent avec GRPl-GST. Tiré de Poirier, 2005, non-publié. 
1.5.3 Rôles de GRPl 
Les membres de la famille des cytohésines, dont GRPl fait partie, sont 
connus pour interagir avec les phosphatidylinositols ainsi que pour leur activité 
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d'échange nucléotidique des ARFs (Klarlund et al., 1998; Langille et al., 1999). Ils 
sont donc impliqués dans de nombreux processus impliquant la signalisation par les 
PIP3 et l'action des ARFs. En effet, ces protéines sont connues pour avoir un rôle 
dans le trafic vésiculaire, la polymérisation du cytosquelette d'actine, la relâche de 
vésicules synaptiques et l'exocytose des cellules chromaffines (Caumont et al., 
2000; D'Souza-Schorey et al., 1995; Klarlund et al., 2001). De plus, elles sont 
impliquées dans l'adhésion cellulaire, la chémotaxie et la régulation de la fonction 
des intégrines en plus de prévenir l'apoptose, de désensibiliser le récepteur de 
l'hormone lutéinisante (LH) et d'être impliquées dans des processus de 
différenciation cellulaires (Ashery et al., 1999; Boehm et al., 2003; Mukherjee et al., 
2000). Pour sa part, GRPl a été identifié pour coupler la production de PIP3 au 
trafic vésiculaire et au réarrangement du cytosquelette d'actine par l'activation de 
ARF6 pour participer à l'organisation de l'appareil de Golgi et des vésicules de 
transport par son effet via ARF1 et pour agir en tant que corépresseur du récepteur 
des hormones thyroïdiennes (TRs) (Franco et al., 1998; Langille et al., 1999; Poirier 
et al., 2005). 
1.5.3.1 Récepteur du PIP3 et facteur d'échange nucléotidique 
À cause de son affinité pour le PIP3, GRPl est qualifié de récepteur 
du PIP3 et son domaine PH, ou la protéine entière, couplée à la green 
fluorescent protein (GFP) est fréquemment utilisé comme détecteur de la 
formation de PIP3 (Varnai et al., 2005; Yang et al., 2006). Le PIP3 est 
produit par l'activation de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) par les 
facteurs de croissance comme le platelet-derived growth factor (PDGF) ou 
l'insuline (Oatey et al., 1999). L'insuline est connue pour provoquer une 
augmentation de 10% en PIP3 à partir de phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PIP2) par l'activation de la PI3K. Cet événement induit le 
recrutement de la phosphokinase B (PKB)/Akt et la pyruvate dehydrogenase 
kinase (PDK1) à la membrane (Gagnon et al., 2001). PDK1 peut alors 
phosphoryler Akt qui a pour effet la translocation de vésicules contenant des 
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transporteurs de glucose GLUT4 jusqu'à la membrane plasmique permettant, 
après l'activation des transporteurs, la captation du glucose (Farese, 2001). 
Parallèlement, la production de P1P3 permet le recrutement de GRP1 à la 
membrane, ce qui, par la fonction d'échange nucléotidique que possède son 
domaine Sec7, permet l'activation des ARFs. (section 1.5.2.1). GRP1 
pourrait être impliqué dans de nombreuses voies de signalisation impliquant 
le recyclage de récepteurs, le remodelage du cytosquelette, la sécrétion 
d'hormones et la translocation de protéine membranaire à la membrane. 
Figure 1.17 Voies de signalisation du récepteur à l'insuline. L'activation de la 
PI3K provoque la phosphorylation de Akt qui permet la translocation des 
vésicules comportant le transporteur du glucose GLUT4 à la membrane. 
1.5.3.2 Corépresseur des TRs 
GRP1 a été identifié comme étant un corépresseur des TRs dans le 
laboratoire de Marie-France Langlois (Poirier et al., 2005). À l'aide du 
système yeast two-hybricl et d'une librairie d'ADN complémentaire 
provenant de cerveau fœtal humain, une séquence contenant le DBD et une 
section de la partie N-terminale de TRP2 a été utilisée comme appât afin 
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d'identifier de nouvelles protéines pouvant interagir avec les TRs et avoir un 
possible effet sur leur activité transcriptionnelle. De cet essai, GRPl a été 
identifié et utilisé dans des expériences permettant de déterminer son rôle 
dans la signalisation des hormones thyroïdiennes. Ces études ont permis de 
déterminer que l'interaction entre les deux protéines se fait entre le DBD des 
TRs et le domaine PH de GRPl. Les expériences permettant de quantifier 
l'effet de GRPl sur les NRs ont montré une diminution de l'activité 
transcriptionnelle des TRs activés par la T3 en présence de GRPl (figure 
1.18, A) (Poirier et al., 2005). La liaison de GRPl au niveau du DBD du 
récepteur amène un nouveau mécanisme d'action pour le corépresseur. Les 
expériences ont montré l'influence de GRPl sur la liaison à l'ADN en 
présence de ligand. En effet, la liaison de GRPl ne semble pas affecter la 
dimérisation du récepteur, mais plutôt la liaison du dimère sur son élément 
de réponse (figure 1.18, B) (Poirier et al., 2005). Puisque le mécanisme 
d'action des NRs ainsi que la séquence du domaine de liaison à l'ADN sont 
conservés au sein de la superfamille des récepteurs nucléaires, il n'est pas 
exclu de croire que GRPl pourrait être impliqué dans de nombreuses voies 
métaboliques régulées par ces facteurs de transcriptions. 
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Figure 1.18 Effet de GRPl sur l'activité transcriptionnelle des TRs. A) Diminution de 
l'activité transcriptionnelle deTRa1,TR(ï1 et TR(Î2 par GRP1 en présence deT3. Les résultats 
sont présentés en unité luciférase relative comparativement au vecteur vide (pSG5) sans T3. 
B) Diminution de la formation d'hétérodimèreTR(3l/RxRa sur l'élément de réponse de type 
DR+4 par l'ajout de quantités croissantes de GRPl. Tiré de Poirier et al., 2005. 
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Chapitre 2 
Hypothèse et objectifs du projet 
Les effets des récepteurs nucléaires sur l'activation de la transcription de leurs gènes 
cibles sont majoritairement occasionnés par la présence d'une multitude de corégulateurs 
agissant de concert. Dans le cas présent, GRP1 a été identifié comme un corépresseur des 
TRs et les essais d'interaction in vitro ont révélé que GRJP1 interagit avec tous les isotypes 
des PPARs. Notre hypothèse est donc que GRP1 pourrait affecter l'activité 
transcriptionnelle de PPARy et ainsi avoir un effet sur l'adipogenèse. Dans le but d'établir 
l'implication de GRP1 dans la différenciation adipocytaire, nous avons fixé plusieurs 
objectifs. 
Les objectifs abordés lors de ce projet sont d'étudier 
1) l'effet de GRP1 sur l'activité transcriptionnelle de PPARy 
2) l'expression protéique de GRP1 durant la différenciation adipocytaire des 
cellules 3T3-L1 
3) l'effet de l'invalidation et de la surexpression de GRP1 sur l'adipogenèse, 
chez les cellules 3T3-L1 
Une meilleure compréhension du phénomène du développement du tissu adipeux et 
de sa régulation peut permettre de mieux comprendre les dérèglements physiologiques liés 
à la mise en place du syndrome métabolique qui est lui aussi lié à l'obésité. L'augmentation 
des connaissances en ce qui a trait aux phénomènes physiologiques qui sont altérés lors de 
la prise de poids pourrait permettre de trouver de meilleurs traitements contre le gain de 
poids et la dysfonction du tissu adipeux. Puisque l'obésité est la cause de la résistance à 
l'insuline et que celle-ci est précurseure du diabète de type 2, la compréhension de ces 
phénomènes pourrait également permettre de prévenir le diabète de type 2 et d'autres 
problèmes métaboliques liés à l'obésité. 
Chapitre 3 
Matériel et Méthodes 
3.1 Mesure de l'Activité Transcriptionnelle (Essais Luciférase) 
Afin de mesurer l'effet de GRP1 sur l'activité transcriptionnelle de PPARy2, des 
essais luciférases ont été effectués à l'aide de cellules QBI-HEK 293A (voir section 3.1.1). 
Les cellules ont été transfectées avec PPARy2, RXRa, des quantités croissantes de GRP1 et 
un gène rapporteur contenant trois copies d'un élément de réponse aux PPARs (PPRE) 
idéalisé, de type DR-1, couplé au gène de la luciférase (pGL3-PPRE). Dans ce système 
hétérologue, l'activité enzymatique de la luciférase est quantifiée et considérée comme 
proportionnelle à l'activité transcriptionnelle de PPARy. 
3.1.1 Culture cellulaire : HEK 293T et QBI-HEK 293A 
Les cellules HEK 293T (CRL-1573, ATCC) sont une lignée cellulaire 
immortalisée provenant de cellules rénales embryonnaires humaines contenant la 
séquence terminale de gauche de l'ADN de l'adénovirus 5 (Louis et al., 1997). Ces 
cellules sont communément utilisées dans la surexpression de protéines ainsi que 
dans la production d'adénovirus et de lentivirus. Les cellules QBI-HEK 293A 
(AES0503, lot 06050, QBiogene) sont dérivées des HEK 293T et possèdent un 
fragment plus important de l'ADN de l'adénovirus 5 les rendant plus performantes 
dans la production d'adénovirus. De plus, cette particularité leur confère une 
meilleure adhérence aux plastiques des contenants de culture. Les QBI-HEK 293A 
ont également une reproductibilité supérieure lors d'expérimentations requérant la 
culture des cellules en plaque et la transfection de plasmides. Nous les avons donc 
choisies pour effectuer les essais transcriptionnels. 
La culture de ces deux lignées cellulaires a été faite dans du DMEM 
{Dulbecco's Modification Eagle's Médium lx (MOD.), CAT No : 319-005-CL, 
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Multicell, Wisent) contenant 4,5 g/L de glucose, 110 mg/L de pyruvate de sodium et 
2 mM de L-glutamine en plus d'être supplémenté avec 10 % de sérum bovin fœtal 
(FBS, heat inactivated, CAT No 080450, Multicell, Wisent). Les cellules ont été 
incubées à 37°C dans une atmosphère enrichie en CO2 à 5 %. Les passages ont été 
faits, lorsque les cellules avaient atteint 80 à 90 % de confluence, à des dilutions de 
1/10 à 1/20 jusqu'au passage 20 après décongélation. Le détachement des cellules 
des flacons de culture (T75CN, bouchon ventilé, gamme rouge, 83.1813.002 
Sarstedt) a été fait à l'aide de trypsine/EDTA (CAT No 325-043-CL, Multicell, 
Wisent). 
Dans le cas de la congélation, les cellules HEK ont été concentrées par une 
centrifugation à 700 rpm (81,6 x g, Universal 32 avec adaptateur 1381 et 1347 pour 
des tubes de 15 ml, Hettich zentrifugen) et resuspendues dans du DMEM, contenant 
10% de FBS et supplémentés avec 5% de diméthylsulfoxyde (DMSO), à 
100 000 cellules/ml et ont été aliquotées dans des tubes cryogéniques de 1 ml 
(No. 123278, Greiner bio-one) afin d'être entreposées dans l'azote liquide pour leur 
utilisation ultérieure. 
3.1.2 Transfection transitoire au phosphate de calcium 
La transfection au phosphate de calcium permet l'introduction d'ADN 
exogène dans les cellules eucaryotes. L'ADN d'intérêt est mélangé à une solution 
saline afin de former un précipité de phosphate de calcium lié à l'ADN. Lorsque ce 
précipité est ajouté aux cellules, l'ADN se retrouve à la surface de celles-ci et est 
incorporé par endocytose (Weber et al., 1984) (Chu and Sharp, 1981). 
Les cellules QBI-HEK 293A ont d'abord été mises en culture dans des 
plaques de 24, 12 ou 6 puits, selon l'expérimentation, la veille de la transfection. La 
transfection a été effectuée selon le guide du fabricant (No.27-9268-01, CellPhect 
transfection kit stérile, GE Healthcare). Pour débuter, une dilution de chacun des 
plasmides purifiés est effectuée dans du tampon EB (10 mM Tris-HCl pH 8,5, 
Chapitre 3. Matériel et Méthodes: Section 3.1 Essais Luciférase 51 
Q1AGEN) afin de faciliter la préparation des conditions de transfection. La quantité 
précise de chacun des plasmides est mise dans un tube de polypropylène de 5 ml et 
le volume final est ajusté à 60, 120 ou 240 ni avec de l'eau distillée filtrée 
dépendamment de la grosseur des puits utilisés (plaque de 24, 12 ou 6 puits 
respectivement). Un volume de tampon A (0,5 M CaCk; 0,1 M HEPES pH 7,0) est 
ajouté à l'ADN, suivi d'un repos de 10 minutes à la température de la pièce (TP) 
après que la solution ait été légèrement vortexée. Deux volumes de tampon B 
(0,28 M NaCl; 0,75 mM NaH2P04; 0,075 mM Na2HP04; 0,05 M HEPES pH 7,0) 
est ajouté et la solution est vortexée pour un temps précis de cinq secondes. 
Finalement, après 15 minutes de temps de repos à TP, permettant la formation du 
précipité d'ADN, la solution a été ajoutée aux cellules (37,5; 75 ou 112,5 }xl), puis 
les cellules ont été incubées à 37°C pendant 16 heures. Chaque condition est prévue 
pour 6 puits afin d'obtenir un triplicata non stimulé et un triplicata stimulé de 
chacune des conditions. 
Pour les expérimentations finales de mesure de l'activité transcriptionnelle 
de PPARy2, 150 ng du gène rapporteur, TK-PPRE-pGL3, et du contrôle d'efficacité 
de transfection, LacZ-pcDNA3, ont été utilisés ainsi que 0 ou 50 ng de PPARy2-
pcDNA3 et de RXRa-pSG5. Des quantités croissantes de GRPl-pSG5 (0, 50, 200 et 
300 ng) ont été utilisées et les cellules ont été mises en culture à 50 000 cellules/ml 
dans des plaques de 24 puits. 
3.1.3 Stimulation 
Le milieu de culture a été enlevé par aspiration 16 heures après la 
transfection au phosphate de calcium, puis les cellules ont été rincées avec du milieu 
sans sérum. Par la suite, du milieu de culture contenant 10 % de sérum bovin fœtal 
(FBS), inactivé à la chaleur et dépourvu d'hormones par un traitement à l'aide de 
charbon activé et de résine échangeuse d'ions, a été utilisé. Finalement, la 
stimulation des cellules à la rosiglitazone (1 jiM, Rosi, No. 48650295, Molekula) ou 
au véhicule seul (diméthylsulfoxyde, DMSO) a été effectuée pendant 24 heures. 
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3.1.4 Mesure de l'activité transeriptionnelle 
Les cellules traitées ont été lavées au tampon phosphate salin (PBS, 137 mM 
NaCl; 2,67 mM KC1; 10 mM Na2HP04 • 7H20; 1,76 mM KH2P04; pH 7,4) avant 
d'être Iysées 24 heures après le début de la stimulation par une solution de lyse 
(25 mM Gly-Gly; 15 mM MgS04; 4 mM EGTA; 1 % Triton X-100; 2 mM DTT-
20 nM acétate de sodium). Afin d'améliorer le détachement des cellules de la paroi 
des puits, les cellules ont été refroidies à 4°C pour 5 minutes puis mises à TP avant 
•y le début de l'expérimentation. Pour les puits de plus de 2 cm , les cellules ont été 
détachées à l'aide d'un grattoir à cellules. La mesure de l'activité transcriptionnelle 
se fait par la détection de lumière à l'aide d'un luminomètre (Lumat LB 9507, 
EG&G Berthold). La lumière est émise par la réaction de la luciférase avec son 
substrat, la luciférine (D-luciferin, L2912, Invitrogen), en présence d'ATP 
(figure 3.1). L'émission de lumière a été mesurée pendant 20 secondes à 560 nm 
suite au mélange de 200 ^xl de lysat cellulaire avec 150 fil de la solution de 
luciférine (0,75 mM D-luciférine; 25 mM Gly-Gly; 15 mM MgS04 ; 4 mM EGTA) 
et 150 ni de la solution d'essai à 4°C (25,6 mM Gly-Gly; 15,2 mM MgS04; 4 mM 
EGTA; 15,2 mM phosphate de potassium dibasique; 6 mM ATP; 3 mM DTT-
30 nM acétate de sodium). La mesure de l'activité transcriptionnelle dépend de la 
quantité de luciférase produite par l'activation de l'hétérodimère PPARy2-RXRa 
sur le PPRE en présence de ligand (Rosi) et est affectée par la présence ou non de 
GRP1. Les comptes obtenus sont exprimés en unité luciférase relative (RLU) et 
seront normalisés par l'efficacité de la transfection. 
Figure 3.1 Réaction clé de l'essai luciférase. Réaction enzymatique de la luciférase en 
présence de son substrat, la luciférine. 
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3.1.5 Mesure de l'efficacité de transfection 
La dernière étape de la mesure de l'activité transcriptionnelle consiste à 
quantifier l'expression de l'enzyme p-galactosidase, dont le gène a été transfecté 
avec les gènes d'intérêt, dans le but d'obtenir une mesure de l'efficacité de la 
transfection. Une solution d'ortho-nitrophenyl-P-galactoside (ONPG) (13,3 mM 
ONPG; 60 mM Na2HP04; 40 mM NaH2P04; 10 mM KC1; 1 mM MgCL2; 50 mM 
P-mercaptoéthanol) a été ajoutée au lysat cellulaire, puis la solution a été incubée 
20 minutes à 37°C afin d'obtenir une coloration jaune pâle. La figure 3.2 représente 
la réaction chimique impliquée dans la quantification de la p-galactosidase par 
spectrofluorométrie. La coloration a été quantifiée à 420 nm à l'aide d'un lecteur de 
plaque (jiQuant sériai 164888, Bio-Tek Instruments) après que la réaction ait été 
arrêtée par l'ajout de Na^CCh à une concentration finale de 0,25 M. La RLU 
obtenue pour chaque puits a été divisée par la densité optique à 420 nm (D.O.420) et 
multipliée par 100 afin d'obtenir une valeur en pourcentage. Une activation de 
100% a été déterminée comme étant l'activation de la transcription par la 
rosiglitazone en présence de l'hétérodimère. 
ONPG (coloricss) Galactose and ONP (yelluvt ) 
Figure 3.2 Réaction clé de la mesure de l'efficacité de transfection. 
Réaction enzymatique de la p-Galactosidase en présence d'ONPG. 
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3.2 Modèle de Différenciation Adipocytaire, les Cellules 3T3-L1 
3.2.1 Culture cellulaire 
Les cellules 3T3-L1 (CL-173, ATCC) sont une sous-souche des cellules 3T3 
isolées par Todaro et Green en 1962 à partir de cellules d'embryon de souris suisse 
albinos (Green and Meuth, 1974). Il s'agit d'une lignée cellulaire immortalisée de 
fibroblastes murins ayant la capacité de se différencier en adipocytes matures 
lorsque les préadipocytes évoluent d'un état de mitose rapide à un état où la 
croissance cellulaire est inhibée par un contact entre les cellules allouant ainsi 
l'adipogenèse (Tang et al., 2003). 
Le maintien de cette lignée cellulaire a été fait dans du DMEM contenant 
4,5 g/L de glucose, llOmg/L de pyruvate de sodium et 2mM de glutamine 
supplémenté avec 10 % de sérum bovin de veau (BCS, heat inactivated, CAT No 
074250, Multicell, Wisent). Les cellules ont été incubées à 37°C dans une 
atmosphère enrichie en CO2 à 5 %. Les passages ont été faits lorsque les cellules 
atteignaient 70 % de confluence, à des dilutions de 1/10 à 1/12 jusqu'au passage 10 
après décongélation, afin de conserver la capacité des préadipocytes à se 
différencier en adipocytes matures sur une période de 6 à 8 jours après l'induction 
de la différenciation. Le détachement des cellules des flacons de culture (T75 
gamme rouge ventilée) a été fait à l'aide de trypsine/EDTA. 
En ce qui a trait à la congélation, les cellules 3T3-L1 sont concentrées d'un 
facteur 3 par centrifixgation à 700 rpm (81,6 x g, Universal 32, Hettich zentrifugen) 
et resuspendues dans du DMEM contenant 10 % de BCS et supplémenté avec 5 % 
de DMSO. Les cellules de chaque flacon T-75 (surface de 75 cm2) ont été 
resuspendues dans 4 ml de milieu et ont été aliquotées dans des tubes cryogéniques 
de 1,5 ml (No. 123278, Greiner Bio-one) et entreposées dans l'azote liquide. 
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3.2.2 Différenciation adipocytaire 
L'induction de la différenciation adipocytaire (JO) est effectuée telle que décrite 
précédemment (Picard et al., 2004). Brièvement, elle a été amorcée par l'ajout de la 
solution de différenciation, formée de 250 fi M de 3-isobutyl-l-methylxanthine (IBMX), de 
1 nM de dexaméthasone (Dexa) et de 2 (J.M d'insuline (Insu), aux cellules 3T3-L1 deux 
jours post-confluentes pour 48 heures. Au moment de l'induction, le milieu de culture 
supplémenté en BCS a été changé pour du milieu supplémenté en FBS, accroissant ainsi 
l'effet du cocktail de différenciation ; les facteurs de croissance contenus dans le FBS sont 
connus pour favoriser l'accumulation de lipides. Après l'induction (J2), la différenciation 
adipocytaire et l'accumulation de lipides ont été rendues possibles par le maintien des 
cellules dans un milieu de culture (DMEM, 10 % FBS) supplémenté en insuline à 2 mM. 
Le milieu de culture a été renouvelé tous les deux jours jusqu'à la fin de la différentiation 
adipocytaire (J10) (figure 3.3) 
J-2 JO J2 J10 
DMEM high glucose + 10% BCS 
ngh glucos6 + j0% FBS + IBMX Dexa + Insu 
«•!•*«« Insu 
Figure 3.3 Schéma de différenciation des cellules 3T3-L1. 
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3.3 Analyse de l'Expression Protéique 
Dans le cadre de ce projet, l'expression protéique de certains marqueurs de 
l'adipogenèse comme PPARy et aP2 a été utilisée afin de mettre en évidence les 
changements de profil d'expression et de confirmer le phénotype d'adipocytes matures. Ces 
informations permettront de conclure sur les effets globaux de certains traitements sur la 
différenciation adipocytaire. 
3.3.1 Extraits protéiques 
Plusieurs types d'extraits protéiques ont été expérimentés, afin de choisir la 
méthode la plus efficace pour l'obtention des extraits protéiques totaux des 
protéines cytosoliques et nucléaires des cellules 3T3-L1. Dans un premier temps, 
trois solutions de lyse ont été comparées : la solution A (20 mM Tris-HCL pH 8; 
150 mM NaCl; 0.5% Nonidet P-40 (NP-40); 10% glycérol; 1 mM EDTA et 
1/2 pastille d'inhibiteur de protéase (Ref 11 836 170 001, complété Mini, EDTA 
free, Roche), la solution B (50 mM Tris-HCL pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 
1 mM EGTA; 1 mM Na3V04; 1 % NP-40; 10 mM CHAPS; 0,1 % SDS et inhibiteur 
de protéase), et la solution C (20 mM Tris-HCl pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 % NP-40; 
1 mM EDTA; 10 % glycérol; 0,1 % SDS; 10 mM NaF; 1 mM DTT; 0,5 % sodium 
déoxycholate; 1 mM NajV04 et inhibiteur de protéase). Ces trois solutions ont été 
adaptées du protocole de Picard et al (Picard et al., 2004), de la solution de lyse 
retrouvée dans la seconde édition de Adipose Tissus Protocols édité par Kaiping 
Yang (Yang and Ailhaud, 2008), et d'une mise en commun de différentes solutions 
de lyse : la première publiée par Farmer et al. (Farmer, 2006), la seconde à partir du 
tampon de lyse de l'équipe de Liao (Liao et al., 2007) tout en se basant sur un 
protocole général d'un tampon RIPA. 
Les cellules ont été mises en culture dans des boites de Pétri de 35 mm et 
traitées selon l'expérimentation. Les cellules ont été gardées sur glace pour toute la 
durée de la lyse. Le milieu a été enlevé délicatement à la pipette de 10 ml et les 
cellules ont été rincées au PBS froid. Ces précautions sont nécessaires surtout 
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lorsque les cellules sont différenciées, car les adipocytes gorgés de lipides se 
détachent facilement. La solution de lyse (50 à 100 (xl) a été ajoutée aux cellules, 
qui ont ensuite été décollées à l'aide d'un grattoir (83.1830, Sarstedt). Les cellules 
resuspendues dans la solution de lyse sont transférées dans un microtube de 1,5 ml, 
puis incubées sur de la glace pour 30 minutes. Par la suite, les extraits protéiques ont 
été centrifugés pendant 30 minutes à 13 000rpm (18 200 x g, Micromax RF, 
Thermo IEC) à 4°C, puis le surnageant a été récupéré et mis dans un microtube de 
0,6 ml. Les extraits protéiques sont alors quantifiés et conservés à -20°C pour 
utilisation ultérieure. 
Par la suite, les solutions A et B ont été comparées à un extrait dénaturant. 
Les cellules ont été mises en culture dans des boites de Pétri de 35 mm et traitées 
selon l'expérimentation. Le milieu a été enlevé délicatement à la pipette de 10 ml et 
les cellules ont été rincées au PBS froid. Les cellules ont ensuite été décollées dans 
du PBS froid (50 ou 75 (il), puis le même volume de solution de lyse 2x (4 % SDS; 
2 % Triton X-100; PBS), chauffé à 95°C, a été ajouté. L'extrait protéique dénaturant 
est alors transféré dans un tube de 2 ml afin d'être chauffé à 95°C pendant 
10 minutes. Une centrifugation rapide a été effectuée puis les extraits ont été mis sur 
glace. Finalement, l'extrait dénaturant a été soniqué sur glace 20 fois à 3 watts 
pendant une seconde, puis quantifié et conservé à -20°C pour utilisation ultérieure. 
3.3.2 Dosage protéique 
Le dosage protéique est effectué à l'aide de l'ensemble de dosage protéique 
DC (No. 500-0111, BioRad) selon les indications du fabricant. Cette méthode est 
adaptée de la méthode de quantification protéique de Lowry et al. (1951). Les 
extraits protéiques ont été décongelés sur glace ainsi que le standard de BSA 
(5 mg/ml). La courbe standard de BSA a été fraichement préparée à chaque dosage 
protéique. Chaque extrait protéique a été dilué 1/5 dans 20 |il d'eau distillée puis 
5 |xl de chaque standard et de chaque échantillon ont été déposés dans un puits 
d'une plaque de 96 puits, le tout en triplicata. Par la suite, 25 (il de tampon S dilué 
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1/50 dans le tampon A a été ajouté dans chacun des puits suivis de l'ajout de 200 |il 
de tampon B. La plaque a été incubée 15 minutes à TP puis lue à 695 nm à l'aide 
d'un lecteur de plaque ((iQuant sériai 164888, Bio-Tek Instruments). La courbe 
standard, représentant la D.O. à 695 nm en fonction de la concentration du standard 
de BSA, a été utilisée afin de quantifier les extraits protéiques. 
3.3.3 Immunobuvardage de type Western 
Cette méthode permet la séparation des protéines selon leur taille suivie de 
leur transfert sur une membrane permettant la détection de protéines spécifiques à 
l'aide d'anticorps. La méthode de détection indirecte a été utilisée, c'est-à-dire que 
la protéine d'intérêt a été détectée à l'aide de deux anticorps; l'anticorps primaire 
interagissant avec la protéine cible tandis que l'anticorps secondaire, couplé à la 
horseradish peroxydase (HPR), reconnait l'anticorps primaire. La détection de la 
protéine d'intérêt est possible par la détection de l'émission de lumière produite lors 
de la réaction entre la HRP et le luminol. 
3.3.3.1 SDS-PAGE 
Le SDS-PAGE ou électrophorèse sur gel de polyacrylamide en 
présence de dodécylsulfate de sodium (SDS) est la partie où les protéines 
dénaturées sont séparées selon leur taille à l'aide d'un gel de 
polyacrylamide. Trente microgrammes de chacun des échantillons sont 
d'abord dilués dans un tampon de migration 6x (0,35 M Tris-HCl pH 6,8; 
10,28% SDS; 36% glycérol; 5% P-mercaptoéthanol; 0,012% bleu de 
bromophénol). Par la suite, les échantillons sont chauffés à 95°C pendant 
10 minutes, puis mis sur glace pour 5 minutes après une centrifugation 
rapide. Les échantillons ont été migrés sur un gel de polyacrylamide de 10 
ou 15 % (10 ou 15 % mix d'acrylamide (1290-OP, OmniPur® Acrylamide: 
Bis-acrylamide 19:1, 40% Solution, EMD); 0,375 M Tris-HCl pH 8.8; 
0,1 % SDS; 0,1 % APS; TEMED), selon la taille des protéines étudiées, 
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précédé d'un gel de retardement (5 % mix d'acrylamide; 0,187 M Tris-HCl 
pH 6.8; 0,1 % SDS; 0,1 % APS; TEMED) à l'aide de l'ensemble Mini-
PROTEAN®3 Cell (No. 165-3301, BioRad). La migration a été effectuée 
dans le tampon de migration (1 % SDS; 0,25 M Tris base; 1.92 M glycine) à 
100 volts pour les 30 premières minutes puis à 150 volts jusqu'à la fin de la 
migration à TP. 
3.3.3.2 Transfert sur membrane de PVDF 
Une fois la migration effectuée, le gel de migration est transféré sur 
une membrane de PVDF à l'aide de l'équipement Trans-Blot® de la 
compagnie BioRad (No. 170-3930). Brièvement, le gel et la membrane ont 
été placés en sandwich et le transfert a été effectué à l'aide de tampon de 
transfert froid (0,29 M glycine; 38 mM tris base, 30 % méthanol) dans un 
bac de glace à 100 volts pour une heure dans la chambre froide (4°C). À la 
fin du transfert, les membranes sont conservées dans du TBS-T (TBS 
(50 mM Tris; 150 mM NaCl; pH 7.5); 0,1 % tween 20) à 4°C. Le transfert 
est effectué sur une membrane de polyfluorure de vinylidène (PVDF, REF 
03 010 040 001, Roche) puisque ce type de membrane permet la liaison avec 
les protéines dans des conditions extrêmes, comme une forte concentration 
en ions H+ utilisée lors du détachement des anticorps (stripping). Les 
membranes de PVDF ont été activées par une incubation de 30 secondes 
dans le méthanol avant le transfert. 
3.3.3.3 Conditions d'incubation et de détachement des anticorps 
A la suite du transfert des protéines sur la membrane de PVDF, les 
protéines d'intérêt ont été identifiées par détection immunologique à l'aide 
de deux anticorps. L'anticorps primaire interagit avec la protéine cible tandis 
que l'anticorps secondaire, couplé à la HRP, reconnait l'anticorps primaire. 
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Finalement, la réaction entre la HRP et le luminol permet la détection de la 
protéine d'intérêt. 
Les membranes ont été bloquées à l'aide de la solution de blocage 
(0,1 % tween 20; 5 % lait écrémé; TBS) pendant au moins une heure à 4°C 
sous agitation. Par la suite, les membranes ont été incubées selon les 
conditions de l'anticorps primaire (Tableau 3.1) puis rincées au moins 4 fois 
pendant 10 minutes à l'aide de TBS-T. Par la suite, les membranes ont été 
incubées en présence de l'anticorps secondaire pour une heure selon les 
conditions du fabriquant. Les membranes ont été une nouvelle fois rincées 
dans les mêmes conditions que celles décrites précédemment, puis les 
protéines ont été révélées par une incubation de 60 secondes dans la solution 
d'ECL+ (No. NEL105001EA, PerkinElmer) suivie de l'exposition d'un film 
de haute performance pour la chimiluminescence (No. 28906838, GE 
Healthcare). La réaction de dégradation oxydative entre le luminol contenu 
dans TECL+ et la HRP émet de la lumière à l'emplacement de la protéine 
d'intérêt qu'il est possible de détecter à une longueur d'onde de 428 nm par 
exposition d'un film ou par un système d'imagerie adéquat. 
Anticorps primaire Dilution Temps d'incubation 
Température 
d'incubation 
Solution de 
dilution 
Hôte Compagnie Numéro de 
produit 
A-FABP4 <aP2) 1/8000 lh 4°C 5% lai. TBS-T chèvre Santa Cruz sc-18661 rC-15ï 
PPARv (C26H12Ï 1/2000 16h 4°C 5% BSA. TBS-T toin Tell <skmaKn<> 2435s 
GRP1 1/200 16h 4°C 5% BSA. TBS-T laDin - GL02 
Tableau 3.1 Anticorps utilisés pour les immunobuvardages de type Western. Conditions 
d'incubation et numéro de produits. 
3.3.3.4 Méthode de quantification de l'expression protéique 
Les résultats obtenus sur film ont d'abord été numérisés (HP Scanjet 
G3010, Hewlett-Packard) afin de quantifier chaque bande. La quantification 
des bandes a été effectuée à l'aide du logiciel image J selon les deux 
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méthodes illustrées ci-dessous (figure 3.4). Les bandes à quantifier sont 
d'abord sélectionnées puis le logiciel utilisé trace un graphique représentant 
l'intensité des bandes. La première méthode consiste à relier les extrémités 
inférieures du pic à quantifier (figure 3.4, gauche) et la seconde consiste à 
recréer le pic entier (figure 3.4, droite) s'il n'était pas influencé par le pic à 
sa gauche. Pour ce faire, il suffit de tracer une ligne horizontale au même 
niveau que le bruit de fond et d'allonger les côtés du pic jusqu'à la ligne 
horizontale. Par la suite, il est possible de sélectionner l'intérieur des pics et 
image J calcule l'aire des formes. La moyenne des aires sous la courbe 
obtenues est considérée comme étant représentative de l'expression 
protéique. Afin de comparer les membranes entre elles, un extrait protéique 
standard effectué au jour 8 après l'induction de la différenciation 
adipocytaire a été migré sur chaque gel et utilisé comme un contrôle de 
l'exposition des membranes. La quantification de la protéine d'intérêt a été 
corrigée pour l'intensité de ce contrôle d'exposition et multipliée par 100 
afin d'obtenir une intensité relative en pourcentage. Une activation de 100 % 
a été déterminée comme étant l'intensité du contrôle de l'exposition. 
Figure 3.4 Quantification des immunobuvardages de type Western. 
Quantification de PPARyl. La première méthode consiste à relier les extrémités 
inférieures du pic à quantifier (gauche) et la seconde consiste à recréer le pic entier 
(droite) s'il n'était pas influencé par le pic à sa gauche. Pour ce faire, il suffit de tracer 
une ligne horizontale au même niveau que le bruit de fond et d'allonger les côtés du 
pic jusqu'à la ligne horizontale. Par la suite, il est possible de sélectionner llntérieur 
des pics et image J calcule l'aire des formes. La moyenne des aires sous la courbe 
obtenues a été considérée comme étant représentative de l'expression protéique. 
8746,468 
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3.4 Quantification de Lipides 
Plusieurs facteurs sont associés à la différenciation adipocytaire, un de ces paramètres 
principaux est l'augmentation de l'accumulation de lipides. Il existe des colorants 
lipophiles qui sont solubles quasi exclusivement dans les lipides et qu'il est possible de 
quantifier par spectrofluorométrie ou par fluorescence. C'est le cas de la coloration à l'huile 
rouge (ORO, 00625, Sigma-Aldrich) et du colorant Nile Red (AdipoRed™ Assay Reagent, 
PT-7009, Lonza), respectivement. 
3.4.1 Coloration à l'huile rouge (ORO) 
La coloration à l'huile rouge colore les lipides des adipocytes en rouge. C'est 
une méthode efficace, rapide et peu couteuse. Elle permet de visualiser plus 
facilement les gouttelettes lipidiques des adipocytes en différenciation afin de 
réaliser des photographies au microscope optique en plus d'être quantifiable par 
spectrofluorométrie (ThermoScientific, 2009). Cependant, cette coloration est 
difficile à rincer et forme des cristaux insolubles dans les solutions aqueuses, 
occasionnant une perte de sensibilité de la méthode due à la présence d'un bruit de 
fond élevé lors de la quantification. 
La solution mère a été faite à partir d'un colorant en poudre (00625, Sigma-
Aldrich) dilué à 0,5 % (m/v) dans l'isopropanol. Pas plus d'une heure avant la 
coloration des cellules, une dilution de la solution mère a été réalisée en ajoutant 
trois volumes de cette solution à deux volumes d'eau distillée. La dilution a été 
filtrée trois fois à la seringue sur un filtre de 0,22 |im afin d'éliminer les cristaux 
formés lors du mélange avec l'eau. 
A la suite de la dilution de l'ORO, les cellules ont été rincées au PBS à TP 
pour ensuite être fixées aux boites de pétri de 35 x 10 mm à l'aide d'une solution de 
formaldéhyde dilué à 3,7 % dans le PBS pour 20 minutes sous la hotte chimique. 
Les cellules ont été rincées trois fois au PBS afin d'éliminer le formaldéhyde, puis 
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elles ont été colorées par la dilution d'ORO décrite précédemment pour 20 minutes. 
Finalement, les cellules ont été rincées trois fois supplémentaires avec du PBS. 
A la suite de la coloration, les cellules ont été photographiées à l'aide d'un 
appareil photo numérique (CoolPix P6000, Nikon) et d'un adaptateur pour le 
microscope optique (Nikon CoolPix P6000 Lens Conversion Adapter, P6000 LCA, 
Zarf Enterprises) et/ou la coloration a été quantifiée. Pour ce faire, les cellules 
colorées ont été agitées doucement en présence d'isopropanol pendant 20 minutes à 
TP pour libérer le colorant dans le milieu, puis l'isopropanol a été récupéré sans 
décrocher les cellules du fond des Pétri. La D.O. à 515 nm du surnageant de chaque 
condition a ensuite été mesurée. 
3.4.2 Nile Red (AdipoRed™) 
Le colorant Nile Red (AdipoRed™ Assay Reagent, PT-7009, Lonza) est un 
fluorophore qui s'incorpore aux lipides des adipocytes. C'est une coloration qui 
permet l'obtention d'une quantification des lipides reproductible, rapide et précise. 
De plus, elle ne requiert pas la fixation des cellules, mais, dans certains cas, 
nécessite l'utilisation de plaques possédant le contour des puits opaques afin 
d'éviter l'excitation des puits adjacents lors de la lecture des plaques en 
fluorescence. Toutefois, elle permet uniquement de visualiser les gouttelettes 
lipidiques des adipocytes par microscopie à fluorescence, ce qui rend leur 
visualisation moins accessible que par la microscopie optique. Dans le cadre de ce 
projet, cette coloration a uniquement été utilisée pour la quantification des lipides. 
Les cellules ont été mises en culture dans des plaques de 24 puits aux 
contours des puits opaques (plaque noire) et différenciées pour huit jours 
(section 3.2.2). Par la suite, les cellules ont été rincées au PBS deux fois à TP, puis 
ont été colorées pendant 8 minutes à l'aide d'une solution à 1 % (v/v) du colorant 
Nile Red commercial (AdipoRed™) dilué dans le PBS. Cette étape a été effectuée 
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sous une faible agitation pour 2 minutes suivie de 6 minutes de repos. La lecture des 
plaques a été effectuée par un lecteur de plaque permettant la détection de la 
fluorescence (Infinité M2000, Tecan). L'excitation du fluorophore a été effectuée à 
485 nm et l'émission a été captée à 572 nm. Les lectures ont été prises à TP au fond 
des puits avec 50 lectures par point et 21 points par puits avec un gain optimal fixe 
de 115 afin de permettre la comparaison entre plusieurs plaques. De plus, les 
cellules de chaque puits ont été lysées et la quantité de protéines totales par puits a 
été dosée (section 3.3.1 et 3.3.2) afin de normaliser les résultats. 
Les résultats obtenus sont exprimés en unité de fluorescence relative (RFU) 
divisée par la concentration protéique (ng/|il) et chaque condition a été effectuée en 
triplicata. Les résultats finaux ont été exprimés en pourcentage où 100 % a été 
déterminé comme étant la quantification lipidique des cellules infectées avec le 
vecteur vide. 
Chapitre 3. Matériel et méthodes: Section 3.5 Immunofluorescence 65 
3.5 Immunofluorescence 
L'immunofluorescence est une technique permettant de visualiser la localisation de 
protéines spécifiques sur des coupes de tissus ou dans un modèle cellulaire. 
L'immunofluorescence indirecte est la méthode la plus utilisée dans la littérature et c'est 
elle que nous avons choisie pour la détection de GPR1. En immunofluorescence, 
l'anticorps primaire reconnait la protéine d'intérêt et l'anticorps secondaire, couplé à un 
fluorophore, reconnait l'anticorps primaire (figure 3.5). L'utilisation d'un fluorophore 
requiert que les manipulations soient effectuées dans le noir afin d'éviter l'excitation 
prématurée des électrons de la molécule responsable de la fluorescence. Dans le cas 
présent, l'immunofluorescence ayant pour cible GRP1 a été d'abord effectuée sur les 
cellules 3T3-L1 non différenciées et n'ayant pas atteint la confluence. En plus de la 
localisation de la protéine d'intérêt, les noyaux des cellules ont été détectés avec le 4',6'-
diamidino-2-phénylindole (DAPI) qui est une molécule fluorescente excitable à 358 nm 
(UV) et émettant à 461 nm (bleu) qui se lie fortement à l'ADN. 
h n y n / 
Anticorps primaire Anticorps secondaire Détection par fluorescence 
Figure 3.5 Principe de llmmunofluorescence indirecte. 
Les cellules ont été mises en culture dans des boites de Pétri de 35 x 10 mm, traitées 
en fonction de l'expérimentation, puis fixées à l'aide de formaldéhyde comme décrit dans 
la section 3.4.1. Les cellules fixées ont été traitées pendant 30 minutes à TP par une 
solution désactivatrice (quenching, glycine 0,1 M) permettant de diminuer le bruit de fond, 
c'est-à-dire la fluorescence émise par les cellules. Par la suite, elles ont été perméabilisées 
(0,2 % Triton X-100, PBS) pendant 20 minutes à TP, puis la solution de perméabilisation a 
été rincée deux fois au PBS sous faible agitation pour 10 minutes toujours à TP. Le liquide 
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a été aspiré et la solution de blocage (0,5 % BSA; 0,2 % Triton X-100; PBS) a été ajoutée 
subséquemment à la délimitation du contour des cellules par une barrière hydrophobe à 
l'aide du crayon ImmEdge™ (Cat No. H-4000, Vector Laboratories). Le blocage a été 
effectué pendant une heure à 4°C dans une chambre humide afin d'éviter l'évaporation de 
la solution. L'anticorps primaire contre GRPl développé dans le laboratoire (anticorps 
polyclonaux de lapin, GL02) a été dilué 1/50 dans la solution de blocage et les cellules ont 
été incubées à 4°C pendant 16 heures dans la chambre humide. Après deux lavages de 
10 minutes au PBS sous faible agitation et à TP, les cellules ont été incubées en présence de 
l'anticorps secondaire, IgG de lapin (Al 1070, Invitrogen) couplé à un fluorophore (Alexa 
Fluor®488, Invitrogen), à une dilution de 1/500 dans la solution de blocage pour 1 h à TP 
dans la chambre humide fermée. Une coloration des noyaux au DAPI a été faite pour 3 
minutes à la suite de 4 lavages de 10 minutes au PBS à TP. Après un dernier lavage au 
PBS, le montage des lamelles de verre sur les Pétri a été effectué et la localisation de GRPl 
a été observée à l'aide d'un microscope à fluorescence (TE 2000, Nikon). 
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3.6 Clonage Plasmidique 
Le clonage plasmidique est une technique qui permet l'insertion d'un gène dans un 
plasmide mieux adapté aux expérimentations futures afin d'exprimer ce gène dans des 
conditions optimales. Le vecteur dans lequel le gène est inséré détermine de nombreux 
facteurs d'expression du gène comme sa localisation cellulaire et son niveau d'expression. 
Dans certains cas, le plasmide utilisé permet même l'utilisation de systèmes de transfection 
non-traditionnels comme la production de lentivirus (section 3.7.1) ou l'ajout d'une 
étiquette. 
3.6.1 Microbiologie reliée à l'obtention des plasmides 
Les techniques de microbiologie courantes sont utilisées afin d'amplifier le 
nombre de copies des plasmides qui seront purifiés (section 3.6.2) et utilisés lors des 
expérimentations ultérieures. Différentes souches de la bactérie Escherïchïa coli 
sont largement utilisées à cette fin. Le clonage effectué dans le cadre de ce projet a 
permis l'insertion du gène humain de GRP1 dans le vecteur d'expression 
pLenti6V5A (Invitrogen, figure 3.6). Ce plasmide comporte de nombreuses 
séquences répétées qui sont essentielles à son expression dans les lentivirus. Par 
contre, cette particularité le rend plus difficile à purifier et requiert une souche 
spécifique de E coli qui gardera l'intégrité du vecteur. La souche utilisée pendant le 
clonage a donc été la bactérie E coli STBL3. 
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Figure 3.6 Plasmide pLenti6V5A de Invitrogen. Le gène de GRP1 a été inséré au 
niveau du site de restriction unique Bam Hl. 
3.6.1.1 Production de cellules compétentes 
Afin d'obtenir des cellules procaryotes ayant la capacité d'intégrer de 
l'ADN, 50 ml de milieu LB (Luria Broth MILLER, No. 1.10285.0500, EMD, 
lOg/L casein peptone\ 5 g/L extrait de levure; lOg/L NaCl) sans 
antibiotique ont été ensemencés avec les bactéries STBL3 et mis à incuber 
pour 16 heures à 37°C sous une agitation de 125 rpm. À partir de cette 
préculture, 200 ml de milieu LB ont été ré-ensemencés à 1 % jusqu'à 
l'obtention d'une D.O. à 590 nm de 0,3 ou 0,4 afin de s'assurer que les 
cellules soient dans la phase exponentielle de croissance. A partir de ce 
moment, toutes les étapes ont été effectuées sur glace. Le milieu de culture 
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contenant les bactéries en expansion a été aliquoté puis centrifugé 7 minutes 
à 3000 rpm à 4°C (1930 x g, Centra GP8R, rotor218A, IEC). Le culot de 
cellules a été resuspendu dans 10 ml d'une solution froide de CaCb à pH 7 
(10 mM PIPES pH 7,0; 60 mM CaCk; 15% glycérol). Une seconde 
centrifugation de 5 minutes à 2250 rpm a été effectuée puis le surnageant a 
été jeté et les cellules resuspendues dans 2 ml de CaCfe froid. Finalement, les 
cellules ont été aliquotées dans des microtubes de 1,5 ml et conservées à 
-80°C jusqu'à leur transformation avec un plasmide. 
3.6.1.2 Transformation bactérienne 
Dans le but d'intégrer l'ADN dans les bactéries et ainsi d'augmenter 
le nombre de copies du plasmide d'intérêt, les cellules compétentes (100 /il) 
ont été mises en contact avec 0,5 |ig du plasmide d'intérêt puis incubées sur 
de la glace pour 30 minutes. Par la suite, les cellules ont été chauffées à 42°C 
pour un choc thermique de 45 secondes puis ont été refroidies sur de la glace 
pour deux minutes. Après l'ajout de milieu LB afin d'obtenir 1 ml au total, 
les cellules nouvellement transformées ont été incubées à 37°C pour une 
heure puis étendues sur une gélose LB contenant de l'ampicilline 
(100 p.g/|j.l) et incubées pour 16 heures à 37°C afin de sélectionner les 
bactéries ayant incorporé le plasmide. Les colonies retrouvées sur les Pétri 
ont été utilisées pour faire des précultures dont l'ADN a été purifié et digéré 
afin de vérifier l'intégrité du plasmide inséré. Une partie de chaque 
préculture sera utilisée pour faire un tube de bactérie dans le glycérol à 40 % 
afin de les conserver pour la purification ultérieure du plasmide. Seulement 
les tubes de bactéries contenant les bons plasmides lors de la vérification ont 
été conservés. 
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3.6.2 Purification de plasmides 
La purification de plasmides a été faite soit par une méthode rapide de 
purification traditionnelle ou à l'aide des ensembles de purification 
QIAprep®Miniprep (clonage, No. 27104) et QIAfilter Maxi (solution stock, 
No. 12263) de QIAGEN. Dans certaines situations, il est avantageux de séparer le 
gène d'intérêt du plasmide dans lequel il était inséré. Dans ce cas précis, l'ADN 
peut être purifié par une extraction sur gel (QIAquick®Spin, No. 28104 QIAGEN). 
Les ensembles commerciaux permettent d'obtenir une plus grande quantité de 
plasmide avec peu de contamination par des protéines que les méthodes de 
purifications traditionnelles. 
3.6.2.1 MiniPrep rapide 
Une première culture de 5 ml de milieu LB avec ampicilline à 
100 (ig/ml a été effectuée pendant 16 heures à 37°C sous une agitation de 
125 rpm. Les bactéries ont ensuite été centrifugées pendant 10 secondes à 
13 000 rpm à TP (16 060 x g, accuSpin™Micro, Fisher Scientific) dans des 
microtubes de 1,5 ml afin de culoter les cellules. Le surnageant a été éliminé 
et tout le milieu de culture a été séparé dans deux microtubes. Lors de la 
dernière centrifugation des bactéries, le surnageant a été décanté afin d'en 
conserver environ 100 ^1 (1 volume) par tube. Par la suite, le culot a été 
resuspendu à l'aide d'un vortex dans le surnageant conservé puis les cellules 
ont été lysées par l'ajout de 3 volumes de la solution TENS (10 mM Tris-
HC1 pH 7,4; 1 mM EDTA; 0,1 N NaOH; 0,5 % SDS). Le lysat cellulaire a 
été vortexé pendant un peu moins de 10 minutes afin de permettre la lyse 
efficace des cellules, puis 114 volume de la solution d'acétate de sodium 
(3 M, pH 5,2) a été ajouté et bien mélangé afin de mettre fin à la réaction de 
lyse cellulaire. Une centrifugation de 2 minutes à 13 000 rpm à TP a été 
effectuée afin de se départir des débris cellulaires. Le surnageant a alors été 
récupéré dans un nouveau microtube de 1,5 ml, puis l'ADN a été précipité 
par l'ajout de 9 volumes d'éthanol 95 % préalablement refroidit à -20°C. 
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Une seconde centrifiigation de 2 minutes à 13 000 rpm à TP (16 060 x g, 
accuSpin™Micro, Fisher Scientific) a été effectuée afin de culoter l'ADN. 
Le culot d'ADN a été rincé deux fois à l'aide d'éthanol 70 % conservé à 
-20°C puis l'éthanol a été enlevé et les culots ont été asséchés sous la 
flamme pour 5 à 10 minutes. L'ADN purifié est par la suite resuspendu dans 
du tampon EB (10 mM Tris-HCl pH 8,5, QIAGEN) puis chauffé pendant 
5 minutes à 65°C afin d'éliminer les traces d'éthanol qui pourraient encore 
être présentes. L'ADN est conservé à -20°C pour utilisation ultérieure. 
3.6.2.2 QIAprep Miniprep (QIAGEN) 
Une première culture de 10 ml a été effectuée comme décrit à la 
section 3.6.2.1. Les bactéries ont été centrifugées pendant 3 minutes à 
8 600 rpm à TP (6 700 x g, accuSpin™Micro, Fisher Scientific) dans des 
microtubes de 1,5 ml afin de culoter les cellules. Le surnageant des bactéries 
centrifugées a été éliminé et la centrifugation des cellules a été répétée 
jusqu'à ce que tout le milieu de culture ait été séparé dans deux microtubes. 
Le protocole du fabricant a été suivi à la lettre. Brièvement, les cellules ont 
été resuspendues dans le tampon PI froid, puis lysées dans le tampon P2 
pendant moins de 5 minutes. Par la suite, le tampon N3 est ajouté pour 
mettre fin à la réaction de lyse. Le lysat cellulaire a été centrifugé pendant 
10 minutes à 13 000 rpm à TP (16 060 x g, accuSpin™Micro, Fisher 
Scientific), puis le surnageant a été récupéré et transféré sur la colonne 
QIAprep. Le surnageant a été élué par une centrifugation de 60 secondes à 
13 000 rpm à TP tandis que l'ADN adhère à la colonne de silice pour lequel 
11 a une grande affinité en présence d'une forte concentration de sel et d'un 
pH bas (figure 3.7). La colonne a été rincée successivement avec du tampon 
PB et PE puis l'ADN a été élué avec le tampon EB (10 mM Tris-HCl 
pH 8,5, QIAGEN) et conservé à -20°C. 
Chapitre 3. Matériel et méthodes: Section 3.6 Clonage Plasmidique 72 
force ionique élevée, pH < 7 force ionique faible, pH > 7 
Liaison Élution 
Figure 3.7 Principe de la liaison de l'ADN à une matrice de silice. 
3.6.2.3 QIAfilter Maxi (QIAGEN) 
Une première culture de 500 ml de milieu LB contenant 100 ng 
d'ampicilline par millilitre de solution a été incubée 16 heures à 37°C avec 
une agitation de 125 rpm. Les bactéries ont été centrifugées pendant 
15 minutes à 6 000 x g à 4°C (Avanti™ J-25 centrifuge, rotor JLA-16.250, 
Beckman Coulter). Le surnageant a été éliminé et les cellules ont été 
resuspendues dans le tampon PI froid, puis lysées dans le tampon P2 
pendant moins de 5 minutes. Par la suite, le tampon P3 est ajouté afin de 
mettre fin à la réaction de lyse. Le lysat cellulaire a été transféré dans la 
cartouche QIAfilter et a été laissé reposer pendant 10 minutes. Le lysat 
cellulaire a ensuite été filtré à l'aide de la cartouche, afin d'éliminer 
rapidement les débris cellulaires, et mis sur la colonne QIAGEN-tip 
préalablement équilibrée à l'aide du tampon QBT. Cette colonne contient 
une résine échangeuse d'anion et lie l'ADN à une faible concentration de sel 
et un pH bas (figure 3.8). Le filtrat du lysat cellulaire ainsi que les tançons 
sont élués par gravité, tandis que l'ADN reste lié à la colonne. Cette dernière 
est lavée avec le tampon QC, puis l'ADN a été élué à l'aide du tampon QF. 
L'ADN a été précipité par l'ajout de 0,7 volume d'isopropanol et incubé à 
-20°C pour 20 minutes avant d'être centrifugé à 18 000 x g à 4°C pendant 
TM 30 minutes (Avanti J-25 centrifuge, rotor JA-2550, Beckman Coulter). Le 
culot d'ADN a été transféré dans des microtubes de 1,5 ml et lavé deux fois 
à l'aide d'éthanol 70 %. L'éthanol a été enlevé et les culots ont été asséchés 
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sous la flamme pour 5 à 10 minutes. Finalement, l'ADN purifié a été 
resuspendu dans du tampon EB (10 mM Tris-HCl pH 8,5, Q1AGEN) puis 
chauffé pendant 5 minutes à 65°C afin d'éliminer les traces d'éthanol qui 
pourraient encore être présent. L'ADN est conservé à -20°C pour son 
utilisation ultérieure. 
DEAE (diéthylaminoéthanol) Structure chimique 
de l'ADN 
Figure 3.8 Principe de la liaison de l'ADN à une résine 
échangeuse d'ions. 
3.6.2.4 Extraction sur gel 
Les plasmides, préalablement digérés par des enzymes de restriction 
(section 3.6.4), ont été migrés sur un gel d'agarose (section 3.6.6). Les 
fragments d'intérêt, le plasmide pLenti 6V5A digéré par Bam H1 (6,9 kDa) 
et GRPl-pSG5 digéré par Bgl II (1,3 kDa, insert), ont été découpés à l'aide 
d'un objet tranchant puis placés dans un microtube de 1,5 ml préalablement 
pesé. L'isolement de l'ADN a été effectué à l'aide de l'ensemble 
commercial QIAquick*Spin (QIAGEN). L'agarose comprenant l'ADN 
d'intérêt a d'abord été chauffé à 50°C pendant 10 minutes après l'ajout de 
3 volumes de tampon QG, où un volume étant équivalent à 100 mg 
d'agarose. Un volume d'isopropanol a ensuite été ajouté et la solution a été 
mise sur une colonne, puis centrifugée 60 secondes à 13 000 rpm (16 060 x 
g, accuSpin™Micro, Fisher Scientific). La colonne contenant l'ADN a été 
O-CHjCH,-
CH, la» 
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rincée par l'ajout de tampon QG suivi de tampon PE. L'élution a été faite par 
l'ajout de tampon EB sur la colonne. Finalement, l'ADN est conservé à 
-20°C pour son utilisation ultérieure. 
3.6.3 Dosage d'ADN 
L'ADN préalablement purifié a été dilué 1/50 dans de l'eau distillée, puis la 
densité optique à 260 et 280 nm a été mesurée à l'aide d'un spectrophotomètre et 
d'une cuvette en quartz. L'appareil fait automatiquement le calcul de la 
concentration de l'échantillon en ng/|il en fonction du facteur de dilution et de la 
D.O. obtenue (figure 3.9). La D.O. à 260 nm doit être plus élevée que 0,1 et plus 
faible que 1, afin d'être valide et la dilution de l'échantillon est ajustée en 
conséquence. 
1 D026o D0260 échantillon x facteur de dilution 
0,050 \ig/\il Concentration échantillon 
D0260 échantillon x facteur de dilution x 0,050 \ig/\il 
—— = Concentration échantillon 
1 00260 
Figure 3.9 Calcul de la concentration d'ADN par spectrométrie. D.O. à 260 
d'ADN double brin = 50 mg/pl. 
Dans certains cas, les échantillons ont été dosés à l'aide du NanoDrop 
(NanoDrop 2000 spectrophotometer, Thermo Scientifique) qui permet la 
quantification rapide de la concentration d'ADN à partir d'un microlitre de la 
solution concentrée. Cet instrument est plus précis et rapide que par la méthode de 
spectrométrie traditionnelle à l'aide d'une cuvette de quartz. 
Chapitre 3. Matériel et méthodes: Section 3.6 Clonage Plasmidique 75 
3.6.4 Digestion par des enzymes de restriction 
Dans le but de cloner le gène humain de GRP1 dans le vecteur pLenti6V5A 
les digestions suivantes ont été effectuées : le plasmide pLenti6V5A (Invitrogen) a 
été digéré (5 |ig) pendant 3 h à 37°C par 20 unités de l'enzyme Bam HI (R0136S, 
New England Biolab) en présence de BSA tandis que 5 (xg du plasmide hGRPl-
pSG5 ont été digérés par Bgl II (R0144S, New England Biolab) pendant 3 h à 37°C 
par 5 unités d'enzyme. 
Afin de vérifier la réussite du clonage ainsi que le sens de l'insertion du gène 
dans le plasmide, la double digestion des clones de GRPl-pLenti obtenus a été 
effectuée dans les conditions suivantes : environ 5 |ig d'ADN purifiés par une 
miniprep rapide (section 3.6.2.1) ont été digérés pendant 2 heures à 37°C par 
15 unités de l'enzyme Apa I (El005Y, Amersham Pharmacia Biotech) et 20 unités 
de l'enzyme Bam HI (New England Biolab) dans le tampon 4 (50 mM acétate de 
potassium; 20 mM Tris-acétate; 10 mM acétate de magnésium; 1 mM DTT; pH 7.9) 
de New England Biolab en présence de BSA. Dans les deux cas, les produits de 
digestion ont été migrés sur un gel d'agarose de 1 % afin de vérifier l'efficacité de 
la complétion de la digestion ainsi que les produits de clonage obtenus. 
3.6.5 Déphosphorylation du vecteur pLenti6V5A et ligation de GRP1 dans le 
vecteur 
Après l'extraction sur gel (section 3.6.2.4), le vecteur a été déphosphorylé à 
l'aide de l'enzyme antarctique phosphatase (New England Biolab) selon les 
conditions prescrites par le fabriquant, soit l'incubation à 37°C de 0,7 |ig de 
plasmide et 5 unités d'enzyme pendant 30 minutes. La réaction a été arrêtée par 
l'inactivation de l'enzyme en chauffant la réaction à 65°C pendant 5 minutes. Par la 
suite, la ligation de l'insert dans le vecteur a été effectuée à l'aide de deux ratios 
d'insert et de vecteur; 3 pour 1 et 6 pour 1. La quantité d'ADN à utiliser prend en 
compte la taille de chacun des fragments et a été calculée comme illustrée à la 
figure 3.10. 
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volume GRP1 (fi/) x concentration GRP1 ((i^/^Z)/taiZ/e de GRP1 (1,268 /ci) _ ^ 
volume pLenti (\il) x concentration pLenti (\ig/\il)/taille de pLenti (6,96 /c/>) 
Figure 3.10 Calcul de la quantité d'ADN à utiliser lors de la ligation de GRP1 dans le 
vecteur pLenti6V5A. 
La ligation a été effectuée par le mélange de l'insert et du vecteur en 
présence de la ligase T4 (New England Biolab) en suivant les recommandations du 
fabricant. Une incubation de 2 h à 16°C a été effectuée afin de s'assurer de la 
réussite de la ligation. Les produits de ligation ont été utilisés dans la production de 
bactéries transformées (section 3.6.1.2). 
3.6.6 Analyse des produits de clonage générés 
Les plasmides générés par la ligation de GRP1 dans le plasmide pLenti6V5A 
ont été digérés comme décrits précédemment (section 3.6.4) et migrés sur un gel 
d'agarose de 1 %. 
La solution de migration pour l'ADN (bleu 6X ; 0,35 M Tris-HCl pH 6,8; 
10,28% SDS; 36% glycérol; 5% P-mercaptoéthano 1; 0,012% (m/v) bleu de 
bromophénol) a été ajoutée aux échantillons, puis ils ont été déposés sur un gel 
d'agarose 1 % (m/v). La migration a été effectuée en présence de 0,5 mg/ml de 
bromure d'éthidium (Et-Br) ajouté au gel, dans le tampon de migration TAE 
(40 mM Tris-acétate; 1 mM EDTA) à la température de la pièce (TP) à 100 volts 
jusqu'à ce que le front de migration ait atteint les trois quarts du gel. Finalement, le 
gel a été exposé au rayon ultra-violet et les patrons de digestion obtenus ont permis 
de choisir le clone où le gène est inséré dans la bonne orientation (figure 3.11), soit 
lors de l'obtention de deux bandes de 7170 et 1058 paires de bases (pb). 
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Figure 3.11 Construction GRP1 -pLenti6V5A. A) insertion de GRP1 dans la bonne 
direction, produisant deux fragments de digestion par Bam Hl et Apa I de 7170 et 
1058 pb. B) Insertion de GRP1 dans la mauvaise orientation, produisant deux 
fragments de digestion par Bam Hl et Apa I de 7906 et 322 pb. 
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3.7 Modification de l'Expression Génique 
Lors de certaines études, il est intéressant de vérifier l'effet de la modification de 
l'expression de certains gènes afin de voir l'implication biologique de ceux-ci. L'utilisation 
de petit ARN interférant (siRNAs) permet l'invalidation de l'expression du gène cible, 
tandis que l'utilisation d'un vecteur comportant le gène d'intérêt permet la surexpression de 
ce gène. Dans les deux cas, il faut une stratégie afin d'amener le matériel génétique à 
l'intérieur de la cellule. Les cellules 3T3-L1 étant difficilement transfectables, l'infection 
des cellules à l'aide de lentivirus s'est avérée être la méthode de choix (Rubinson et al., 
2003). 
3.7.1 Production de lentivirus : transfection à la Lipofectamine™2000 
Les virus ont été produits par la transfection à la Lipofectamine™2000 (No. 
11668-019, Invitrogen) des cellules HEK 293T avec les vecteurs permettant la 
formation des virus, psPax2, pMD2.G et le vecteur d'intérêt. Les vecteurs psPAX2 
et pMD2.G sont les vecteurs permettant la formation de la capside des virus, tandis 
que le vecteur d'intérêt est le plasmide comportant le gène cible ou la séquence du 
shRNA. Cette méthode permet l'insertion de l'ADN plasmidique dans les cellules 
par un mécanisme impliquant l'interaction entre l'ADN et un cation lipidique. Les 
lipides forment des micelles dans les solutions aqueuses par l'interaction entre leurs 
extrémités hydrophiles, permettant à leurs extrémités hydrophobes d'être 
emprisonnées à l'intérieur de la micelle, protégées de la solution aqueuse. La charge 
positive de la tête du lipide, qui se retrouve à la surface de la micelle, est 
responsable de l'interaction avec l'ADN ainsi qu'avec la membrane cellulaire 
puisqu'ils sont tous les deux chargés négativement. Il est accepté de croire que 
l'endocytose du complexe liposome/ADN est responsable de l'entrée de l'ADN 
dans les cellules. En ce qui a trait à la production des virus, la méthode développée 
dans le laboratoire du Pr Didier Trono (http://tronolab.epfl.ch) a été utilisée puisque 
ce système est compatible avec plusieurs systèmes commerciaux, permettant ainsi 
l'utilisation des mêmes paramètres d'encapsidation pour l'invalidation ou la 
surexpression du gène cible. 
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Les cellules HEK 293T ont été mises en culture à une concentration de 
6 x 105 cellules/ml dans une boite de Pétri de 100 mm. Une fois que les cellules ont 
bien adhéré à la surface du Pétri, la transfection a été effectuée. La première étape a 
été la préparation de l'agent de transfection qui consiste à incuber 60 ^.1 de 
Lipofectamine pendant 5 minutes dans 750 ^1 de milieu DMEM sans sérum. 
Pendant ce temps, la solution d'ADN a été effectuée en diluant 9 jig du vecteur 
psPAX2, 3 |ag du vecteur pMD2.G et 12 ^g du vecteur d'expression, contenant la 
séquence du shRNA ou GRP1, dans 750 fil de milieu DMEM sans sérum. Par la 
suite, l'agent de transfection a été ajouté à la préparation d'ADN et cette solution de 
transfection a été incubée 30 minutes à TP. Une fois le milieu de culture remplacé 
par 5 ml de DMEM sans sérum, la solution de transfection a été ajoutée aux cellules 
et elles ont été incubées pour 3 h à 37°C. Par la suite, le milieu de culture a été 
remplacé avec 10 ml de DMEM supplémentés avec 10 % de FBS puis les cellules 
ont été incubées pendant 48 heures à 37°C, permettant ainsi la production des virus. 
Finalement, le surnageant contenant les virus a été récupéré et filtré à la seringue sur 
un filtre de 0,45 ^m, puis la solution contenant les lentivirus a été aliquotée en tubes 
de 1 ml et conservé à -80°C. 
3.7.2 Infection des cellules 3T3-L1 à l'aide de lentivirus 
Les cellules 3T3-L1 ont été mises en culture au moins 20 heures avant 
l'infection. Les lentivirus ont été dilués 1/3 dans le milieu de culture supplémenté 
adéquatement, c'est-à-dire 10 % BCS ou FBS et avec ou sans 2 jiM d'insuline selon 
le moment de l'infection. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 18 heures 
dans un volume minimal de la solution virale supplémenté à 8 jig/ml en 
hexadimethrine bromide (H9268, Sigma-Aldrich), puis le milieu de culture a été 
changé pour du nouveau DMEM supplémenté adéquatement selon 
l'expérimentation. 
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3.7.3 Méthode d'invalidation de l'expression protéique, les shRNAs 
Dans le cas de l'invalidation de l'expression du gène cible, le choix de la 
méthode d'interférence par l'ARN par l'utilisation des small hairpin RNAs 
(shRNAs) a été choisi puisque c'est une méthode reconnue pour son efficacité à 
long terme lorsque la méthode d'incorporation du matériel génique utilise des 
particules virales. Le shRNA utilise le même processus d'invalidation des gènes que 
les small interfering RNA (siRNAs), mais a l'avantage d'être incorporé dans le 
génome de la cellule infectée, permettant l'obtention de lignées cellulaires stables. 
Dans le cas des cellules 3T3-L1, l'obtention d'une lignée stable n'est pas 
envisageable, puisque ces cellules perdent leur capacité à se différencier avec 
l'augmentation du nombre de passages des cellules. 
Les shRNAs sont utilisés dans la réduction de l'expression d'un gène par la 
méthode d'interférence par l'ARN, où un petit ARN cible un ARNm et provoque sa 
dégradation (figure 3.12) (Sigma-Aldrich, 2010). Cette méthode est avantageuse 
puisque le shRNA est introduit dans le génome de la cellule et peut être transmis 
aux cellules filles. De plus, cette méthode ne requiert pas de mitose pour qu'il y ait 
intégration de l'ADN complémentaire (ADNc) au génome de la cellule hôte. La 
première étape est l'infection des cellules par les virus exprimant le vecteur 
d'intérêt, à la suite de cette étape, l'ARN viral est transcrit en ADNc par une 
transcriptase inverse, puis l'ADNc formé est transporté au noyau et intégré au 
génome. La cellule peut ensuite transcrire l'ADNc en shRNA à l'aide de la 
polymérase III et celui-ci est transporté au cytoplasme afin de se lier à la protéine 
Dicer. Cette endoribonucléase coupe la boucle du shRNA et forme ainsi un petit 
ARN double brin ou siRNA. Le siRNA formé s'associe au complexe protéique 
RISC (RNA-induced silencing complex) et la dissociation du brin sens du double 
brin d'ARN active le complexe. Le complexe RISC actif est capable de se lier 
spécifiquement à l'ARN messager du gène cible qui lui est complémentaire. Après 
la reconnaissance, le complexe clive l'ARNm, ce qui provoque la dégradation de 
celui-ci. La diminution de l'ARNm d'une protéine donnée occasionne la diminution 
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de l'expression de la protéine, puisque l'ARNm est essentiel à la formation de la 
protéine. 
Infection 
lentivirale 
Transcription 
du shRNA 
vmrrm 
Associatio l^ 
avec RISC 
Association Activation du ^ 
W avec Dicer complexe RISc^ 
mMm 
Reconnaissance 
de l'ARNm cible £ 
Clivage et dégradation ~ 
de l'ARNm 
Figure 3.12 Infection lentivirale : invalidation d'un gène à l'aide de shRNAs. 
Transformation d'un shRNA dans la cellule. Adapté de Sigma-AIdrich, Mission shRNA : 
http://www.sigmaaldrich.com/life-science/functional-genomics-and-rnai/shrna.html 
Le vecteur vide (pLKO.l-puro, Sigma-AIdrich) ainsi que 5 séquences de 
shRNAs contre GRP1 ont été utilisés (figure 3.13). Chaque séquence cible un 
endroit précis de l'ARN messager de GRP1 chez la souris et le fournisseur garantit 
l'efficacité d'invalidation à 90 % par au moins une des 5 séquences fournies. 
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A 
MISSION™* TRC ShRNA 
TRCNOOOOl 10122 - ShGRPl A 
CCGGCGGAGATTGACAACCTGACTTCTCGAGAAGTCAGGTT6TCAATCTCCGTTTTTG 
TRCNOOOOl10122 - ShGRPl B 
CCGGGCTGTTTCAAACTTGGGTTAACTCGAGTTAACCCAAGTTTGAAACAGCTTTTTTG 
TRCNOOOOl 10122 - shGRPl C 
CCGGCCATCAAAGCAAGCATCAGTACTCGAGTACTGATGCTTGCTTTGATGGTTTTTG 
TRCNOOOOl 10122 - shGRPl D 
CCGGCCT G AAG ACCTGTCATTAG AACTCGAGTT CTAATGACAGGT CTTCAGGTTTTT G 
TRCNOOOOl 10122 - shGRPl E 
CCGGCTGTCATTAGAAGAGCGAGAACTCGAGTTCTCGCTCTTCT AATGACAGTTTTTG 
SafiMStrand AntiMns* Strand 
— CCGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCrCGAGNNNNNNMMNNNNNNNNNNMNNT T T T T — 
— GGCCNNNNMNNNNNMNNNNNNNNNftGAGC TCNNNNNMNNNNMMMNNNNMMIAAAAA — 
hPGK 
puroR 
SIN/3' LTR 
pLKO.t-puro 
7086 bp RSV/5" tTR 
Iwm Strand 
ï' - UU M 
AntiURM Stranë 
Figure 3.13 Système Mission shRNA (Sigma-AIdrich). A) Séquences des shRNAs contre 
GRP1 utilisées. B) Plasmide pLK0.1-puro contenant la séquence de shRNA. 
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Chapitre 4 
Résultats 
4.1 GRPl Diminue l'Activité Transcriptionnelle de PPAR/2 en Présence 
de Rosiglitazone 
Les premières expérimentations effectuées dans le cadre de ce projet ont permis 
d'étudier l'effet de GRPl sur l'activité transcriptionnelle de PPARy2 (figure 4.1). Sur la 
partie de gauche du graphique, soit en absence de rosiglitazone, il est possible d'observer 
une activation d'un facteur 3 probablement due à la présence de ligands naturels des 
PPARs dans le milieu de culture. En observant la partie de droite, on peut voir l'activation 
d'un facteur 8 de l'hétérodimère RXRa-PPARy par la rosiglitazone. Dans ces deux cas, il 
est possible d'observer une diminution de l'activité transcriptionnelle de PPARy en 
présence de quantités croissantes de GRPl. L'effet de GRPl sur l'activité transcriptionnelle 
de PPARy est observable en utilisant des quantités égales d'ADN de PPARy et de GRPl, 
mais n'est significatif qu'à partir d'un rapport GRPl/PPARy2 de 4 pour 1. Ceci suggère un 
effet corépresseur de GRPl sur PPARy. 
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Figure 4.1 Effet de GRP1 sur l'activité transcriptionnelie de PPARy. Diminution de l'activité 
transcriptionnelie de l'hétérodimère PPARy2/ RxRa par des quantités croissantes de GRP1 en 
présence de rosiglitazone (Rosi). Les résultats sont présentés en unité luciférase relative (RLU). 
Les données proviennent de quatre expériences indépendantes. * P < 0,05 ** P < 0,01 
*** P < 0,001, ANOVA, Bonferroni's Multiple Comparison Test. 
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4.2 Les Cellules 3T3-L1, un Modèle de Différenciation Adipocytaire 
4.2.1 Immunobuvardage de type Western 
Afin d'étudier le rôle de GRP1 dans l'adipogenèse, le modèle des cellules 
3T3-L1 a été utilisé et l'optimisation des conditions d'expérimentation a été 
effectuée. Les expériences effectuées dans l'optique de trouver la meilleure solution 
de lyse nous ont permis d'identifier une solution permettant l'étude de protéines 
cytoplasmiques et nucléaires, puisque GRP1 et PPAR sont toutes deux des protéines 
importantes de notre projet et localisées dans les deux compartiments cellulaires. 
Les premiers essais ont inclus trois solutions de lyse différentes. La figures 4.2 A 
révèle que les solutions de lyse A et B permettent une meilleure purification des 
protéines cytoplasmiques, GRP1 et aP2. 
Nous avons réutilisé ces deux solutions et les avons comparées à un extrait 
dénaturant effectué dans deux conditions similaires, l'une avec 100 (il (figure 4.2, B 
puits 3) et l'autre avec 150 ni (figure 4.2, B puits 4) de la solution de lyse totale 
pour la sonication. Il s'est avéré que la sonication, qui devrait permettre une 
meilleure extraction des protéines nucléaires liées à l'ADN, n'a pas permis de 
récupérer plus de PPARy que la solution de lyse B (figure 4.2, B). Il semblerait que 
PPARy est sensible à la sonication. Les conditions de lyse A et B permettent de 
récupérer des quantités semblables de GRP1. Par contre, la solution B a permis une 
meilleure extraction de PPARy et c'est pourquoi cette solution a été choisie pour 
tous les extraits protéiques totaux subséquents. 
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Figure 4.2 Détermination de la solution de lyse adéquate pour les extraits protéiques des 
cellules 3T3-L1 différenciées. A) Expression de GRP1 et d'aP2 après la lyse des cellules au jour 
10 de différenciation à l'aide de la solution A, B et C. Les solutions A et B semblent permettre 
une meilleure purification des protéines cytoplasmiques. B) Expression de PPARyl, y2 et GRP1 
après la lyse des cellules à jour 8 à l'aide des solutions A et B ainsi qu'avec un protocole de lyse 
dénaturante. La solution B a été déterminée comme étant la solution permettant la purification 
efficace de protéines cytoplasmiques et nucléaires. 
4.2.2 Validation du modèle de différenciation adipocytaire 
Les cellules 3T3-L1 sont un modèle cellulaire de différenciation adipocytaire 
qui a largement été étudié par le passé (Fu et al., 2005; Sadowski et al., 1992). Les 
profils d'expression protéique de PPARy et d'aP2 ainsi que le phénotype des 
cellules ont donc été étudiés afin de confirmer que notre protocole de différenciation 
des cellules se comparait aux observations répertoriées dans la littérature, pour nos 
conditions d'induction de différenciation et de détection des protéines. Pour 
l'instant, les extraits protéiques totaux nous ont permis de mieux comprendre et de 
détailler le profil d'expression de gènes clés dans la différenciation adipocytaire. 
L'étude de l'expression protéique de PPARy a permis d'identifier une augmentation 
plus rapide de l'expression de l'isoforme yl que de l'isoforme y2 (figure 4.3, A et 
B). L'expression de PPARy2 est détectable à partir du jour 2 après l'induction de la 
différenciation (J2) et augmente progressivement en fonction du temps jusqu'au 
jour 10 (J10). Pour sa part, aP2, dont l'expression est activée par PPARy2, est 
détectable après l'apparition de PPARy2 soit au jour 4 et augmente également 
jusqu'au jour 10, mais plus rapidement que l'expression de PPARy2. L'expression 
d'aP2 concorde avec la présence de gouttelettes lipidiques chez les adipocytes qui 
apparaissent aux alentours du jour 4, ce qui concorde avec son rôle dans la liaison et 
le transport des acides gras (figure 4.3, C). En ce qui a trait au phénotype des 
cellules, la différenciation des préadipocytes à deux jours post-confluence (J0) est 
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induite et l'apparition de gouttelettes lipidiques est observable tel qu'attendu au 
jour 4. Du jour 4 au jour 10, la taille et le nombre de gouttelettes lipidiques 
augmentent et les cellules sont considérées comme des adipocytes matures à partir 
du jour 8 (figure 4.3, E). 
Figure 4.3 Expression protéique et phénotye des cellules 3T3-L1 en cours de 
différenciation adipocytaire. A-B-C-D) Augmentation de l'expression de PPARyl (A), 
PPARy2 (B) et d'aP2 (C) durant l'adipogenèse et diminution de l'expression de GRP1 (D) après 
l'induction de l'adipogenèse. Dosage de quatre immunobuvardages de type Western 
indépendants par protéine. Les résultats sont présentés en niveau d'expression relatif 
comparé à un extrait contrôle. * P< 0,05 **P< 0,01 *** P < 0,001, ANOVA, Bonferroni's 
Multiple Comparison Test. Immunobuvardages de type Western représentatifs des dosages 
effectués. E) Étude du phénotype des cellules 3T3-L1 en cours de différenciation par 
coloration à l'huile rouge. Le nombre et la taille des gouttelettes lipidiques augmentent avec 
les jours. 
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La quantification des lipides a été effectuée en triplicata dans des plaques de 
24 puits afin de faciliter la différenciation des cellules et la détection des lipides. Les 
résultats obtenus à la figure 4.4 ne montrent pas de différence entre la quantification 
effectuée dans des plaques transparentes et les plaques aux contours noirs pour les 
mêmes conditions d'expérimentation, mais il est possible que les plaques 
transparentes soient moins sensibles pour détecter des variations subtiles. Les essais 
préliminaires de quantification ont également permis d'ajuster le protocole de la 
compagnie afin qu'il soit plus efficace avec les cellules 3T3-L1 différenciées. Les 
cellules différenciées au jour 10 présentent de 4 à 5 fois plus de lipides que les 
cellules dont la différenciation n'a pas été induite (ND) pour les trois conditions 
d'AdipoRed expérimentées. L'AdipoRed a été ajouté à 1 ml de PBS lx à des 
concentrations finales de 1, 2 et 3 % et l'observation des cellules après la coloration 
a permis de déceler le décollement de celles-ci lors de l'utilisation de la solution 
d'AdipoRed à 3 %, qui est la condition recommandée par le fabricant (données non 
montrées). En mettant moins de la solution de colorant et en diminuant le temps de 
différenciation de 10 à 8 jours, les cellules ont cessé de décoller. De plus, 
l'observation des cellules au microscope à fluorescence a confirmé la coloration de 
tous les lipides, permettant de conclure que la quantité de colorant utilisé était 
suffisante. Ces résultats permettent de conclure que la coloration avec 1 % de Ni le 
Red est suffisante à la détection des gouttelettes lipidiques et n'entraine pas le 
décollement des cellules lors de la détection. Les conditions choisies pour la 
quantification des lipides sont la différenciation des cellules 3T3-L1 pour 8 jours 
dans les plaques de 24 puits noires en présence de 1 % de la solution d'AdipoRed. 
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Figure 4.4 Expériences préliminaires de la quantification de lipides à l'aide du 
colorant Nile Red (AdipoRed) chez les cellules 3T3-L1. Augmentation de l'accumulation 
de lipide entre les cellules non différenciées (ND) et les cellules au jour 10 après l'induction 
de la différenciation (J10) similaire dans toutes les conditions expérimentées. Les 
expérimentations futures seront effectuées à l'aide de 10 ^1 de la solution d'AdipoRed. Les 
résultats sont présentés en unités de fluorescence relative (RLU) et comparés aux cellules 
ND. Les données proviennent d'une expérience effectuée en triplicata. 
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4.3 GRP1 est Exprimé et Modulé en Cours de Différenciation chez les 
Cellules 3T3-L1 
L'étude du profil d'expression protéique au cours de la différenciation a permis 
d'étudier pour la première fois l'expression de GRP1 du jour 0 au jour 10 (figure 4.3, D). 
GRP1 est fortement exprimé chez les préadipocytes (J0) et son expression est modulée à la 
baisse après l'induction de la différenciation. Plus précisément, l'expression protéique de 
GRPl est réduite de moitié au jour 2 en comparaison avec son expression avant l'induction 
de l'adipogenèse et est stable durant tout le processus. 
Des expériences d'immunofluorescence indiquent la présence de GRPl dans les 
préadipocytes 3T3-L1 n'ayant pas atteint la confluence (figure 4.5). En l'absence de 
stimulation et à 5, 15 et 30 minutes de traitement à l'insuline à une concentration de 1 |iM, 
GRP1 semble être majoritairement présent au cytosol. Après une stimulation de 60 minutes 
à l'aide d'insuline, GRPl est recruté à la membrane plasmique. 
0 min 5 min 15 min 
30 min 60 min 
Figure 4.5 Immunofluorescence de GRP1 endogène avant 
et après la stimulation des préadipocytes 3T3-L1 avec 
1 pM d'insuline pour 0, S, 15,30 et 60 minutes. GRPl 
semble être acheminé à la membrane par la stimulation à 
l'insuline. M : membrane plasmique, N : noyau. 
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4.4 Optimisation de Tin validation de GRP1 
L'infection des cellules à l'aide de lentivirus est la méthode par excellence pour 
moduler l'expression d'un gène chez les cellules 3T3-L1 (Rubinson et al., 2003). Afin de 
s'assurer de l'efficacité de l'infection à l'aide des virus produits, une sélection des cellules 
ayant incorporé ou non le plasmide possédant le gène de la puromycine (pLKO. 1 -puro) a 
été effectuée à l'aide de puromycine à une concentration finale de 2 ng/ml (figure 4.6). Tel 
qu'attendu, les cellules infectées (figure 4.6, A) sont capables de croître en présence de 
l'antibiotique, elles sont résistantes au traitement à la puromycine, tandis que les cellules 
non infectées (figure 4.6, B) meurent. À la suite de cette expérience, la quantité de la 
solution virale utilisée a été validée par l'infection des cellules à l'aide d'un plasmide 
exprimant la green fluorescent protein (GFP) (figure 4.7). La GFP permet de visualiser par 
microscopie à fluorescence les cellules ayant incorporé le plasmide. Les cellules ayant été 
infectées avec les dilutions 1/2 et 1/3 de virus dans le milieu de culture présentent les 
meilleurs taux d'infection que les dilutions 1/4 et 1/8. Puisque les résultats obtenus avec les 
dilutions 1/2 et 1/3 sont similaires, et que la dilution la plus faible permet d'infecter une 
quantité plus grande de cellules avec moins de solution virale, la dilution 1/3 a été choisie 
pour les infections subséquentes. 
Figure 4.6 Test d'infection à l'aide de lentivirus exprimant le vecteur 
pLKO.I-puro (Sigma). Microscopie optique de cellules 3T3-L1 infectées à 
l'aide de lentivirus (dilution 1/3) (A) ou non-infectées (B) et ayant subit une 
sélection à la puromycine (2ng/ml). 
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Figure 4.7 Test de dilution de la solution de virus à l'aide d'un vecteur exprimant la 
GFP (pWPI, addgene). Les dilutions sont exprimées en volume de virus/volume total. A-D) 
Microscopie optique des cellules 3T3-L1 72h après linfection à l'aide d'un vecteur exprimant 
la GFP à une dilution de 1/2(A), 1/3(B), 1/4{C) et 1/8 (D). E-F) Microscopie à fluorescence 
corespondant à l'image obtenue par microscopie optique (A-E; B-F; C-G; D-H). La dilution 
1/3 a été sélectionnée pour les expérimentations subséquentes. 
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4.5 L'Invalidation de GRP1 a des Effets Opposés sur l'Adipogenèse en 
Fonction du Moment de l'Infection. 
4.5.1 Expériences préliminaires 
Afin de s'assurer de l'efficacité des séquences de shRNA utilisées, les 
premières expérimentations de l'invalidation de GRP1 ont permis d'évaluer 
l'expression de GRP1 72 heures après l'infection avec les différents vecteurs 
(figure 4.8). L'expression protéique de GRP1 est similaire entre les cellules deux 
jours post-confluentes (différenciation normale) et l'infection avec le shCTRL. De 
plus, les 5 shRNAs contre GRP1 (voir section 3.7.3) présentent différents degrés 
d'invalidation : les shRNAs A à E inhibent l'expression de la protéine ciblée de 
87 %, 22 %, 51 %, 81 % et 61 % respectivement. Les séquences A et B ont été 
choisies pour les expériences subséquentes puisqu'elles ont des efficacités opposées 
en inhibant le plus (87 %) et le moins (22 %) l'expression protéique de GRP1. Dans 
certains cas, une invalidation trop grande d'une protéine peut avoir un impact 
majeur sur la survie ou le fonctionnement cellulaire et l'utilisation de deux 
séquences d'efficacités différentes évite l'obtention d'un phénotype extrême. 
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Figure 4.8 Invalidation de GRR1. A) Expression de GRPl dans des cellules 3T3-L1 deux 
jours post-confluentes (diff norm) ou 72 h après infection avec des lentivirus exprimant 
des shRNA contre GRP1 (shGRPI A à E) ou le vecteur vide (shCTRL). Dosage de quatre 
immunobuvardages de type Western indépendants. Les résultats sont présentés en 
niveau d'expression relatif comparé au shCTRL 8) Immunobuvardage de type Western 
représentatif des résultats obtenus. 
4.5.2 Phénotype des cellules 3T3-L1 infectées avec le shCTRL ou les shGRPI 
avant l'induction de la différenciation adipocytaire 
Le phénotype des cellules infectées avant l'induction de la différenciation 
(J-3), soit 72 heures avant le J0, avec le vecteur vide (shCTRL) (figure 4.9, A) 
correspond à celui des cellules différenciées sans infection (différenciation normale, 
figure 4.3, E). La présence de gouttelettes lipidiques est observable à partir du jour 4 
après l'induction de la différenciation et les gouttelettes augmentent en taille et en 
quantité au cours de la différenciation adipocytaire. En ce qui a trait aux cellules 
infectées avec les shRNAs contre GRPl. ces cellules présentent un phénotype de 
préadipocytes pour la durée de l'expérience (de l'induction (J0) jusqu'au jour 10). 
L'incapacité des cellules à suivre le processus de différenciation adipocytaire a été 
observée lors de l'infection avec les deux séquences. En plus de l'observation d'un 
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phénotype de préadipocytes 10 jours après l'induction de la différenciation, la 
survie cellulaire des cellules infectées avec les lentivirus contenant le shRNA le plus 
efficace (shRNA A) semble compromise, étant donné le nombre de cellules mortes 
observées. 
Figure 4.9 Phénotype des cellules 3T3-L1 lors de (Invalidation de GRP1 avant l'induction 
de la différenciation adipocytaire. Microscopie optique des cellules infectées avec le vecteur 
vide (A, shCTRL) ou avec les séquences de shRNA contre GRP1 A (8) et B (C) du jour 2 au jour 10 
après l'induction de la différenciation adipocytaire. A) Le profil adipogénique des cellules 
shCTRL correspond à celui obtenu lors de la différenciation sans infection (voir figure 4.3). B-C) 
L'invalidation de GRP1 empêche la différenciation adipocytaire et les cellules conservent un 
phénotype fibroblastique. La survie cellulaire des cellules infectées avec le shGRPl A semble 
compromise étant donné la présence de cellules mortes observée. 
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4.5.3 Profil d'expression protéique des cellules 3T3-L1 infectées avec le 
shCTRL ou les shGRPl avant l'induction de la différenciation 
adipocytaire 
En plus de l'observation du phénotype des cellules infectées avec les 
shRNAs avant l'induction de la différenciation, l'étude des profils d'expression de 
PPARyl, PPARy2, d'aP2 et de GRP1 a été effectuée. Tel qu'attendu, les cellules 
traitées avec le shCTRL se comportent comme les cellules différenciées non 
infectées (figure 4.10, A et 4.3), avec quelques différences en ce qui a trait à 
l'expression de PPARyl dont l'augmentation est plus précoce dans le processus et 
d'aP2 qui est légèrement plus tardive. Le pic d'expression de PPARyl est observé 
au jour 2 au lieu du jour 4 après l'induction de la différenciation (figure 4.10, A) et 
l'expression d'aP2 apparait au jour 6 au lieu du jour 4. Lors de l'invalidation de 
GRP1, l'expression protéique de PPARy2 et d'aP2 était inférieure aux limites de 
détection des immunobuvardages de type Western, ce qui est compatible avec le 
phénotype de préadipocyte observé à la figure 4.9. L'expression de GRP1 a 
également été étudiée afin de vérifier l'efficacité de l'infection pour la durée de la 
différenciation et il s'est avéré que l'expression de GRP1 est efficacement diminuée 
du jour 0 au jour 10 lorsque l'infection est effectuée 72 h avant l'induction de la 
différenciation. Le shGRPl A est le plus efficace et l'expression protéique de GRP1 
est presque indétectable, tandis que le shGRPl B est un peu moins efficace, mais 
permet tout de même une réduction d'un facteur 3 de l'expression de GRP1 au 
moment de l'induction (J0) par rapport aux cellules témoins. De plus, son 
expression diminue au jour 2 malgré son invalidation, comme il est observé lors de 
la différenciation sans infection ou lors de l'infection avec le shCTRL. 
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Figure 4.10 Expression protéiques des cellules 3T3-L1 lors de l'invalidation de GRP1 
avant l'induction de la différenciation adipocytaire. Profils d'expression de PPARyl, 
PPARy2, aP2 et GRPl des cellules infectées à J-3 avec le vecteur vide (A), ou avec les shRNA 
contre GRP1 A (B) et B (C). A) Les profil d'expression de PPARy2, de aP2 et de GRP1 du 
shCTRL correspondent à ceux obtenus lors de la différenciation sans infection, tandis que 
le profil d'expression de PPARyl diffère de celui obtenu lors de la différenciation sans 
infection, (voir Figure 4.3). B-C) La détection de PPARy2 et de aP2 est impossible suite à 
l'invalidation de GRPl et celle de PPARyl est grandement diminué. Les dosages protéiques 
ont été effectués lors d'une seule expérimentation à partir de l'immunobuvardage de type 
Western présenté sous chaque quantification. Un extrait contrôle de cellules différenciées 
au jour 8, présent sur tous les immunobuvardages, correspond à une expression de 100%. 
4.5.4 Phénotype des cellules 3T3-L1 infectées avec le shCTRL ou les shGRPl 
après l'induction de la différenciation adipocytaire 
Etant donné que des facteurs différents régulent l'initiation et la 
différenciation, nous avons également étudié l'invalidation de GRPl après 
l'induction de l'adipogenèse. Dans ce cas, l'infection a été effectuée 48 heures après 
l'initiation de l'induction, soit au jour 2. L'étude du phénotype des cellules en 
différenciation avec le vecteur vide (shCTRL) correspond à celui des cellules 
différenciées normalement (figure 4.3 E et 4.11, A). Pour leur part, les cellules 
infectées avec les deux shRNAs contre GRPl semblent se différencier normalement 
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en ce qui a trait au moment de l'apparition d'un phénotype d'adipocytes matures 
ainsi que sa progression dans le temps. Toutefois, les cellules infectées avec le 
shGRPl A semblent avoir accumulé une plus grande quantité de lipides que les 
cellules contrôles ou infectées avec le shGRPl B, lorsque l'infection à l'aide de 
lentivirus est effectuée après l'induction de la différenciation. Le phénotype obtenu 
chez les cellules dont l'expression de GRP1 est le plus diminuée montre que 
l'utilisation du shGRPl A pourrait promouvoir légèrement l'adipogenèse. 
Figure 4.11 Phénotype des cellules 3T3-L1 lors de l'invalidation de GRP1 après (Induction 
de la différenciation adipocytaire. Microscopie optique des cellules infectées avec le vecteur 
vide (A, shCTRL) ou avec les séquences de shRNA contre GRP1 A (B) et B (C) du jour 2 au jour 10 
après l'induction de la différenciation adipocytaire. Les lipides ont été colorés par la coloration 
à l'huile rouge au jour 10. A) Le profil adipogénique des cellules shCTRL correspond à celui 
obtenu lors de la différenciation sans infection (voir figure 4.3). B-C) L'invalidation de GRP1 après 
l'induction de la différenciation semble légèrement promouvoir la différenciation adipocytaire. 
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4.5.5 Profil d'expression protéique des cellules 3T3-L1 infectées avec le 
shCTRL ou les shGRPl après l'induction de la différenciation 
adipocytaire 
Tout comme lors de l'invalidation avant l'induction de l'adipogenèse, les 
profils d'expression génique ont été effectués. Les niveaux d'expression protéique 
de PPARyl, PPARy2 ainsi que d'aP2 sont légèrement plus élevés lors de l'infection 
au jour 2 à l'aide du shGRPl A par rapport au contrôle, mais les cellules conservent 
le même profil d'expression en fonction du temps (figure 4.12, A et B). En ce qui a 
trait aux cellules infectées à l'aide des lentivirus contenant le shGRPl B, les 
niveaux ainsi que les profils d'expression protéique sont similaires à ceux des 
cellules contrôles (figure 4.12, A et C). L'expression de GRP1 a également été 
étudiée afin de vérifier l'efficacité de l'invalidation et il s'est avéré que l'expression 
de GRP1 est bel et bien diminuée aux alentours du jour 6 lorsque l'infection est 
effectuée au jour 2, soit après l'induction de la différenciation adipocytaire. Lors de 
l'étude de l'expression protéique, il arrive que certains extraits fournissent des 
valeurs aberrantes comme celle obtenue au jour 4 de l'expression de GRP1 lors de 
l'infection avec le shGRPl A. Ces valeurs seront éliminées lorsque le nombre 
d'expériences sera plus élevé. Le shGRPl A est le plus efficace et l'expression 
protéique de GRP1 est diminuée d'un facteur 3 par rapport à son expression au 
jour 6 chez les cellules infectées avec le shCTRL, tandis que le shGRP 1 B est un 
peu moins efficace et diminue seulement l'expression de GRP1 de moitié. 
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Figura 4.12 Expression protéique des cellules 3T3-L1 lors de (Invalidation de GRP1 
après llnductlon de la différenciation adipocytaire. Profils d'expression de PPARyl, 
PPARy2, aP2 et GRP1 des cellules infectées à J2 avec le vecteur vide (A), ou avec les shRNA 
contre GRPl A (B) et B (C). A et C) Les profil d'expression de PPARyl, PPARy2, de aP2 et de 
GRP1 du shCTRL correspondent à ceux obtenus lors de la différenciation sans infection, 
(voir Figure 4.3). B) Les profils d'expression de PPARyl, PPARy2 et d'aP2 sont légèrement 
modifiés à la hausse suite à (Invalidation de GRPl après llnduction de l'adipogenèse par 
le shRNA contre GRPl A. Les dosages protéiques ont été effectués lors d'une seule 
expérimentation à partir de llmmunobuvardage de type Western présenté sous chaque 
quantification. Un extrait contrôle de cellules différenciées au jour 8, présent sur tous les 
immunobuvardages, correspond à une expression de 100%. 
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4.5.6 Quantification lipidique des cellules 3T3-L1 infectées avec le shCTRL 
ou les shGRPl 
À la suite de l'étude du phénotype et de l'expression protéique de marqueurs 
de l'adipogenèse, la quantification des lipides au jour 8 après l'induction de la 
différenciation a été effectuée dans l'optique de confirmer les résultats obtenus 
précédemment (figure 4.13). Les cellules infectées avec les deux shRNA contre 
GRP1 avant l'induction de la différenciation (J-3) ont accumulé une quantité de 
lipides similaires aux cellules non différenciées (figure 4.13, A) tandis qu'à 
l'opposé, les cellules infectées après l'induction de la différenciation (J2) ont un 
niveau de lipides légèrement plus élevé que les cellules pleinement différenciées et 
ayant été infectées à l'aide de lentivirus comportant le vecteur vide (shCTRL) 
(figure 4.13, B). La quantification des lipides montre que GRP1 a des effets opposés 
sur le processus de différenciation adipocytaire en fonction du moment de son 
invalidation et montre que l'effet de GRP1 est plus grand dans l'induction de la 
différenciation que dans le maintien du phénotype d'adipocyte mature, selon les 
marqueurs étudiés. 
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Figure 4.13 Quantification lipidique par coloration NUè Red des cellules 3T3-L1 infectées 
avec le vecteur vide (shCTRL) ou un shRNA contre GRP1 (shGRPl) durant l'adipogenèse. 
L'infection des cellules a été effectuée à l'aide de lentivirus avant (J-3, A) ou après (J2, B) 
l'induction de la différenciation adipocytaire. L'invalidation de GRP1 semble affecter de 
manière opposée l'accumulation de lipide au jour 8 en fonction du moment de llnfection. 
Les résultats sont présentés en unité relative de fluorescence (RFU) où 100 % correspond à 
l'accumulation de lipide au jour 8 des cellules infectées avec le vecteur vide. Les résultats 
proviennent de trois expériences effectuées en triplicata, sauf pour shGRPl B qui a été 
effectué une fois. ** P < 0,01 *** P < 0,001, ANOVA, Bonferroni's Multiple Comparison Test. 
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4.6 La Surexpression de GRPl a des Effets Opposés sur l'Adipogenèse 
Dépendamment du Moment de l'Infection. 
4.6.1 Expression protéique de GRPl et PPARy des cellules 3T3-L1 infectées 
avec pLenti ou GRPl-pLenti 
Jusqu'à maintenant, deux expériences différentes de surexpression de GRPl 
ont été effectuées et ont permis de déterminer l'efficacité de la surexpression de 
GRPl (figure 4.14, A et B) et son effet sur l'expression de PPARy 
(figure 4.14, C et D), un marqueur de l'adipogenèse, avant et après l'induction de la 
différenciation. Les cellules traitées avec le vecteur vide (pLenti) se comportent de 
manière similaire aux différenciations sans infection montrées précédemment 
(figure 4.3). Lorsque l'infection a été effectuée avant l'induction de la 
différenciation, la surexpression de GRPl a été efficace à partir du jour 0 puisque 
l'expression de GRPl est plus intense chez les cellules ayant été infectées avec le 
vecteur GRPl-pLenti qu'avec le vecteur vide (figure 4.14, A). De plus, lorsque 
l'infection est effectuée à l'aide du vecteur GRPl-pLenti après l'induction de 
l'adipogenèse, l'augmentation de l'expression protéique de GRPl est observée au 
jour 4, soit 48 h post-infection (figure 4.14, B). Il est également possible de 
remarquer une diminution de l'expression de GRPl après l'induction de la 
différenciation par la diminution de l'intensité de la bande de 45 kDa entre le jour 0 
et le jour 2 dans le cas des deux vecteurs utilisés (figure 4.14, A et B). 
Cette expérience ne permet pas de tirer de conclusion finale sur 
l'expression de PPARy dans ces conditions d'infection. Il s'avère que, 
malheureusement, cette expériences a moins de validité, car le contrôle lors de 
l'infection avant l'induction ne s'est pas comporté normalement. L'augmentation de 
PPARy2 et l'accumulation de lipide ne se sont pas produites (figure 4.14, C ligne du 
haut). Néanmoins, l'expression de PPARy ne semble pas être affectée par la 
surexpression de GRPl, que ce soit avant ou après l'induction de la différenciation 
(figure 4.14, C et D). 
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Figure 4.14 Expression protéique des cellules 3T3-L1 lors de la surexpression de GRP1 
avant (A,C) et après (B,D) l'induction de la différenciation adipocytaire. A-B) Le profil 
d'expression protéique de GRP1 des cellules infectées avec le vecteur vide (pLenti) avant (A) 
ou après (B) l'induction de l'adipogenèse correspond à celui obtenu lors de la différenciation 
normale. L'expression de GRP1 est augmentée avec l'infection des cellules avec le vecteur 
GRP1 -pLenti. C) Les cellules infectées avant l'induction avec le vecteur vide ne se sont pas 
différenciées, l'expression de PPARy est difficile a détecter. La surexpression de GRP1 ne 
semble pas avoir d'effet sur l'expression de PPARy. D) Le profil d'expression de PPARy obtenu 
par l'infection du vecteur vide et de GRP1-pLenti après l'induction est semblable à celui de 
la différenciation normale. 
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4.6.2 Phénotype des cellules 3T3-L1 infectées avec pLenti ou GRPl-pLenti 
avant F induction de la différenciation adipocytaire 
Dans le même ordre d'idées, l'étude de la surexpression de GRP1 a été 
effectuée et les résultats obtenus jusqu'à maintenant ne sont que préliminaires, mais 
appuient les résultats obtenus lors de l'invalidation de GRP1. En effet, les résultats 
de la surexpression de GRP1 sont à l'opposé de ceux de son invalidation. L'étude 
du phénotype des cellules infectées avec le vecteur vide (pLenti) (figure 4.15. A) 
durant la différenciation correspond à celui des cellules différenciées dans les 
conditions habituelles (figure 4.3). Dans le cas des cellules infectées avant 
l'induction de la différenciation avec le vecteur permettant la surexpression de 
GRP1, une accélération de la différenciation par rapport aux cellules contrôles a été 
observée par la présence de gouttelettes lipidiques en plus grande quantité à partir 
du jour 4 (figure 4.15, B). 
Figure 4.15 Phénotype des cellules 3T3-L1 lors de la surexpression de GRP1 avant 
IInduction de la différenciation adipocytaire. Microscopie optique des cellules infectées 
après l'induction avec le vecteur vide (pLenti) ou avec le vecteur contenant le gène de GRP1 
(GRP1-plenti) du jour 2 au jour 10 après l'induction de la différenciation adipocytaire. A) 
L'infection de pLenti avant l'induction de la différenciation est comparable au profil retrouvé 
lors de la différenciation normale. B) L'infection de GRP1-pLenti avant l'induction semble 
favoriser l'adipogenèse. 
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4.6.3 Phénotype des cellules 3T3-L1 infectées avec pLenti ou GRPl-pLenti 
après l'induction de la différenciation adipocytaire 
Lors des expériences de surexpression de GRP1 où l'infection a été effectuée 
après l'induction de la différenciation, les cellules infectées avec le vecteur vide et 
celles surexprimant GRP1 se sont comportées de manière similaire (figure 4.16). 
bien que les cellules surexprimant GRP1 semblent accumuler un peu moins de 
lipides. Ces résultats semblent confirmer l'implication plus marquée de GRP1 dans 
l'adipogenèse avant l'induction de la différenciation (figure 4.15), mais ne 
permettent pas de conclure sur son implication après l'induction. 
Figure 4.16 Phénotype des cellules 3T3-L1 lors de la surexpression de GRP1 après 
l'induction de la différenciation adipocytaire. Microscopie optique des cellules infectées 
après l'induction avec le vecteur vide (pLenti) ou avec le vecteur contenant le gène de GRP1 
(GRP1-plenti) du jour 2 au jour 10 après l'induction de la différenciation adipocytaire. A) 
L'infection de pLenti après l'induction de la différenciation est comparable au profil retrouvé 
lors de la différenciation normale. B) L'infection de GRP1-pLenti après l'induction semble 
légèrement diminuer l'accumulation de lipide. 
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4.6.4 Quantification lipidique des cellules 3T3-L1 infectées avec pLenti ou 
GRPl-pLenti 
La quantification des lipides au jour 8 de différenciation a été effectuée afin 
d'obtenir une idée plus précise des effets de la surexpression de GRP1 sur 
l'adipogenèse (figure 4.17). Les cellules surexprimant GRP1 avant l'induction de la 
différenciation ont accumulé une quantité de lipides plus importante que les cellules 
infectées avec le vecteur vide (figure 4.17, A). À l'inverse, les cellules infectées 
après l'induction de la différenciation accumulent les lipides de manière comparable 
aux cellules contrôles différenciées pendant 8 jours (figure 4.17, B). La 
quantification des lipides révèle l'effet opposé de la surexpression de GRP1 en 
fonction du moment de l'infection tout comme les résultats obtenus lors de son 
invalidation. Ces résultats suggèrent une implication plus importante de GRP1 dans 
les premières étapes du processus de différenciation adipocytaire en plus de 
confirmer sa faible influence dans le maintien du phénotype d'adipocyte mature. 
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Figure 4.17 Quantification lipidique par coloration Nil* Red des cellules 3T3-L1 infectées 
avec le vecteur vide (pLenti) ou surexprimant GRP1 (GRP1-pLenti) durant l'adipogenèse. 
L'infection des cellules a été effectuée à l'aide de lentivirus avant (J-3, A) ou après (J2, B) 
l'induction de la différenciation adipocytaire. La surexpression de GRP1 semble affecter de 
manière opposée l'accumulation de lipides au jour 8 en fonction du moment de l'infection. 
Les résultats sont présentés en unité relative de fluorescence (RFU) où 100 % correspond à 
l'accumulation de lipide au jour 8 des cellules infectées avec le vecteur vide. Les résultats 
proviennent de trois expériences effectuées en triplicata. *** P < 0,001, ANOVA, Bonferroni's 
Multiple Comparison Test. 
Chapitre 5 
Discussion 
5.1 Effet de GRPl sur l'Activité Transcriptionnelle des Récepteurs 
Nucléaires 
5.1.1 Importance des corégulateurs 
Les récepteurs nucléaires (NRs) sont des facteurs de transcription influencés 
dans leur liaison à l'ADN par leur ligand et leurs partenaires de dimérisation 
(Chandra et al., 2008). Ces événements font partie des premières étapes du 
processus de régulation de la transcription et permettent le recrutement de 
complexes protéiques de corégulateurs (Rocchi et al., 2001). Ces derniers sont 
requis pour la régulation de l'activité transcriptionnelle des gènes cibles des NRs. 
Sans les corégulateurs, les récepteurs ont très peu d'effet sur la transcription des 
gènes (McKenna et al., 1999). 
Les corégulateurs favorisent l'activation ou l'inhibition de la transcription par 
plusieurs modes d'action différents, ce qui permet la modulation de l'expression de 
gènes impliqués dans plusieurs processus cellulaires importants comme la 
différenciation adipocytaire (Aranda and Pascual, 2001; Mue lier et al., 2002; van 
Beekum et al., 2009). Nous avons démontré par l'utilisation d'un gène rapporteur 
que GRPl affecte négativement l'activité transcriptionnelle de PPARy2. De plus, 
des expériences préliminaires ont déjà déterminé l'interaction de GRPl avec les 
PPARs. Ces résultats soutiennent l'hypothèse que GRPl est un corépresseur de 
PPARy et qu'il serait impliqué au niveau de l'obtention d'adipocytes matures de par 
son influence négative sur l'activation de la transcription de gènes régulés par le 
récepteur nucléaire. 
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5.1.2 Les corégulateurs classiques 
Les corégulateurs classiques agissent généralement par une activité 
intrinsèque permettant le remodelage de la chromatine en affectant les histones 
(acétylation, méthylation ou phosphorylation) ou sont impliqués dans le recrutement 
de protéines possédant cette activité (Chen et al., 1999). Les histones acétylées sur 
des résidus lysine sont connues pour interagir avec les bromodomaines retrouvés 
chez certains régulateurs essentiels de la transcription comme SW1/SNF (Watson, 
2004). Parfois, les corégulateurs recrutés permettent la modulation de la formation 
de complexe protéique ou affectent le recrutement de partenaires de dimérisation, 
comme un autre récepteur nucléaire (Burris et al., 1995; Chandra et al., 2008). C'est 
un moyen alternatif afin d'influencer la transcription de gènes par la modification de 
la conformation du NR ou en interagissant au niveau du site de liaison des autres 
partenaires d'interaction. Les événements connus de l'initiation de la transcription 
suivent une chronologie précise (McKenna and O'Malley, 2005), tout d'abord la 
dissociation des corépresseurs est suivie du recrutement du complexe SW1/SNF 
ainsi que de coactivateurs comme CBP/p300 afin de décompacter la structure de la 
chromatine par des modifications des histones menant à la dissociation des 
nucléosomes. Finalement, l'initiation de la transcription est possible par le 
recrutement du complexe TRAP/DRIP qui permet à la machinerie transcriptionnelle 
de base de joindre le complexe protéique et d'interagir avec la région promotrice du 
gène. 
Dans le cadre de nombreuses études de corégulateurs potentiels de PPARy, 
des essais luciférase ont permis de les caractériser en tant que régulateur négatif de 
l'activité du NR (Poirier et al., 2005; Yu et al., 2005). Ces expériences permettent 
l'étude de l'activation de la transcription à l'aide de plusieurs éléments de réponse 
retrouvés en amont des gènes cibles du récepteur, mais d'autres études permettront 
l'identification des mécanismes utilisés puisque les essais luciférase montrent l'effet 
final d'un cofacteur sur la transcription. 
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5.1.3 Comparaison des effets de GRP1 sur PPARy et les TRs 
GRP1 a d'abord été identifié comme un corégulateur des récepteurs des 
hormones thyroïdiennes (TRs) après avoir été sélectionné comme étant une protéine 
interagissant avec une région de ces récepteurs (Poirier et al., 2005). À la suite de 
nombreuses expériences, GRP1 s'est révélé être un corépresseur non conventionnel 
des TRs, puisqu'il agit selon un nouveau mécanisme d'action. En effet, les 
corépresseurs classiques interagissent avec le domaine D des NRs et ont 
généralement un effet sur l'activité transcriptionnelle par leur capacité à moduler la 
compaction de la chromatine (Chen et al., 1999). La modification des histones 
responsables de l'arrangement de l'ADN sous la forme de nucléosomes puis de 
structures encore plus compacte comme les fibres de chromatine de 30 nm est 
possible par trois mécanismes : l'acétylation, la méthylation et la phosphorylation 
des histones (Watson, 2004). SRC et CBP/p300 sont des coactivateurs qui acétylent 
les histones et permettent la décompaction de la structure de la chromatine et des 
nucléosomes (Ogryzko et al., 1996; Takahashi et al., 2002). Ces effets rendent le 
promoteur du gène cible accessible pour la machinerie transcriptionnelle de base. 
Pour sa part, GRP1 interagit avec le domaine de liaison à l'ADN (DBD) des 
TRs par son domaine PH au lieu de lier le domaine servant de région charnière entre 
le DBD et le domaine de liaison au ligand (LBD). Au lieu d'agir en modifiant le 
degré d'acétylation des histones, GRP1 diminue la liaison à l'ADN des dimères TR-
TR et RXR-TR sur au moins deux éléments de réponse (Poirier et al., 2005). Un 
seul autre corépresseur est connu jusqu'à maintenant pour lier le DBD des NRs, 
c'est le thyroid hormone receptor uncoupling protein (TRUP). TRUP a été 
découvert en 1995 et affecte l'activité transcriptionnelle des TRs et du récepteur de 
l'acide rétinoïque (RAR) en diminuant leur capacité à se lier à l'ADN (Burris et al., 
1995). Le mécanisme impliqué n'est pas bien décrit, mais Burris et al. suggèrent 
que la diminution de la formation du dimère serait responsable de la diminution de 
la liaison à l'ADN. Cet effet n'est pas observé dans le cas de GRP1 qui diminue la 
liaison à l'ADN sans toutefois affecter la formation du dimère en soi (Poirier et al., 
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2005). De plus, GRPl a pour caractéristique de se lier aux TRs de façon 
constitutive, peu importe la présence de ligand, ce qui n'est pas le cas des 
corépresseurs classiques qui agissent majoritairement en absence de ligand. 
Pour l'instant, les études d'interaction entre GRPl et les PPARs n'avaient pas 
pour objectif d'identifier les domaines impliqués dans cette interaction, ni de voir si 
l'interaction était possible, à un niveau cellulaire, entre les protéines endogènes. 
Étant donné la ressemblance au niveau structural et fonctionnel entre les différents 
NRs : haut niveau d'homologie entre les DBD en plus de l'effet similaire de 
répression de l'activation de la transcription, nous suggérons que GRPl pourrait 
agir selon un mécanisme semblable à celui observé chez les TRs avec PPARy 
(figure 5.1). Toutefois, d'autres expériences sont requises afin de confirmer le 
mécanisme d'action exact de GRPl dans la répression de l'activité 
transcriptionnelle des gènes cibles de PPARy. 
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Figure 5.1 Implication possible de GRP1 dans la régulation de l'activité transcriptionnelle 
de PPARY, chronologie du recrutement des complexes de corégulateurs. A) L'interaction 
entre GRP1 et PPARy empêche la liaison du dimère à l'ADN. B) La présence de ligand et d'autres 
facteurs provoquent la liaison de coactivateurs comme SRC et la dissociation du corépresseur. 
C-D) La dissociation de GRP1 permet la liaison à l'ADN et le recrutement d'autres corégulateurs 
comme CBP/p300. E) Des modifications post-traductionelles des NRs ou des corégulateurs 
permettent la modulation de l'activité transcriptionnelle. F) Le complexe TRAP/DRIP permet le 
recrutement de la machinerie transcriptionnelle de base et l'initiation de la transcription. 
En plus de l'identification de l'effet de GRP1 sur l'activité transcriptionnelle 
de PPARy, nos travaux montrent que l'activation de la transcription par 
l'hétérodimère RXR-PPAR en absence de rosiglitazone est affectée par la présence 
de GRP1. Ces résultats suggèrent la présence de ligands physiologiques de PPARy 
dans le milieu de culture utilisé. Dans la littérature, les acides gras sont reconnus 
comme étant des ligands physiologiques des PPARs (Fortran et al., 1997; Nolte et 
al., 1998) et seraient présents dans le milieu de culture enrichie en sérum. Itoh et al. 
ont rapporté que les acides gras nitrés et oxydés lient de manière covalente PPARy 
et qu'ils sont de forts activateurs de son activité transcriptionnelle. Les acides gras 
nitrés semblent être présents dans les cellules que pour une courte période de temps 
et les acides gras oxydés semblent lier très fortement PPARy jusqu'à la dégradation 
du récepteur (Itoh et al., 2008). Néanmoins, plusieurs groupes de recherche sont 
toujours à la recherche d'un ligand physiologique spécifique à ces récepteurs 
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(Tzameli et al., 2004). Le plus gros obstacle dans la recherche d'un ligand 
spécifique à PPARy n'est pas l'identification, mais d'en trouver un qui est pertinent 
au niveau cellulaire. 
La compréhension de l'action de GRP1 sur les PPARs ne dépend pas 
uniquement de la compréhension du mécanisme permettant sa liaison, mais 
également de celui de sa dissociation. La dissociation des corépresseurs est 
généralement associée à la présence de ligands (Guan et al., 2005). Toutefois, 
certaines évidences suggèrent la dissociation de corépresseurs au niveau des 
éléments de régulation de la transcription de gènes activés par les thiazolidinediones 
(TZDs) par des mécanismes autres que la liaison du ligand ou même l'induction de 
la différenciation (Moore, 2005). Dans le même ordre d'idées, certains 
coactivateurs, comme le PPARy coactivator-la (PGCla), lient les NRs au même 
endroit que certains corépresseurs (Puigserver et al., 1998). Ces derniers doivent 
précédemment être délogés afin de permettre la liaison d'autres corégulateurs. À 
l'inverse de plusieurs corépresseurs, GRP1 semble avoir un effet sur les TRs et les 
PPARs en présence de ligand (figure 5.1)(Poirier et al., 2005), ce qui laisse croire 
qu'un moyen autre que la présence de ligand pourrait être responsable de sa 
dissociation. Finalement, il n'est pas exclu que l'interaction avec GRP1 permette le 
recrutement de protéines capables d'effectuer des modifications post-
traductionnelles affectant la structure tridimensionnelle du récepteur permettant la 
dissociation de GRP1 et allouant la liaison du dimère PPARy-RXRa sur l'ADN, 
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5.2 Expression et Localisation de GRP1 au Cours de la Différenciation 
5.2.1 Validation du modèle 
Afin d'étudier l'implication possible de GRP1 dans l'adipogenèse nous 
avions besoin d'un modèle cellulaire de différenciation adipocytaire bien connu et 
dont la chronologie des événements requis à l'obtention d'adipocytes matures est 
bien détaillée dans la littérature (Cowherd et al., 1999; Fajas et al., 1998; Farmer, 
2006; Frayn et al., 2006). La lignée cellulaire 3T3-L1 s'est avérée être le modèle 
idéal pour notre étude. Les conditions et les étapes du processus de différenciation 
sont bien connues, ce qui permet de mieux évaluer l'effet de certains traitements ou 
modifications d'expression sur le phénomène de différenciation. 
Nous avons d'abord validé le modèle et nos protocoles en confirmant la 
morphologie des cellules, les profils d'expression de deux marqueurs tardifs de la 
différenciation, PPARy et aP2, en plus de l'augmentation séquentielle de leur 
expression protéique ainsi que l'accumulation des lipides au cours de la 
différenciation dans nos conditions de culture et d'induction. Nos résultats sont 
cohérents avec ceux répertoriés dans la littérature (Kim et al., 2009; Li et al., 2007a; 
Mueller et al., 2002). Toutefois, plusieurs conditions de culture et d'induction de 
l'adipogenèse sont utilisées, certaines permettant une différenciation plus rapide que 
d'autres. Dans la majorité des cas, un mélange d'IBMX (qui bloque la dégradation 
d'AMPc), de dexaméthasone (qui active le récepteur des glucocorticoïdes(GR)) et 
d'insuline (qui active la translocation de GLUT4 à la membrane) est utilisé afin 
d'induire la différenciation adipocytaire, mais les concentrations finales de ces trois 
composés dans le milieu de culture varient selon les études. Dans la détermination 
de ces concentrations, les conditions utilisées dans le laboratoire de Frédéric Picard, 
un collègue de l'université Laval, ont été choisies (Picard et al., 2004). 
Il semblerait toutefois que la concentration des différents composants 
contenus dans le cocktail de différenciation ne soit pas le seul élément à prendre en 
compte dans la culture des cellules 3T3-L1. La majorité des chercheurs s'entendent 
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sur l'incubation des préadipocytes à 37°C et en présence de CO2 à 5 %. Par contre, 
le maintien des cellules non différenciées dans du milieu de culture supplémenté 
avec 10 % de BCS ou de FBS semble être une pratique partagée. Les expériences 
effectuées dans le cadre de ce projet ont montré que le maintien des cellules dans un 
milieu de culture supplémenté en BCS permet aux cellules de conserver leur 
capacité à se différencier et favorise la différenciation. En effet, l'induction de la 
différenciation est plus efficace lorsque les préadipocytes se trouvent en présence de 
FBS pour la première fois au moment de l'ajout du cocktail de différenciation. Une 
explication possible à ces observations serait l'effet des nombreux facteurs de 
croissance contenus dans le FBS. Ces facteurs semblent être favorables à 
l'adipogenèse, mais sont requis à un moment précis du processus soit deux jours 
après le moment où les préadipocytes en culture ont atteint la confluence (Hishida et 
al., 2009). Lorsque les cellules sont en présence de ces facteurs de croissance avant 
l'atteinte de la confluence, le processus de différenciation semble être affecté et les 
cellules ont moins de facilité à se différencier. 
L'étude de l'expression protéique de marqueurs de la différenciation 
adipocytaire ainsi que l'observation de la morphologie des cellules sont effectuées 
tous les deux jours dans nos expériences. Peu d'études ont publié des données 
représentant et quantifiant l'évolution des profils protéiques de ces marqueurs à 
autant de moments tout au long du processus de différenciation adipocytaire. La 
majorité des groupes se contente d'étudier l'expression protéique des adipocytes 
matures (Li et al., 2007a; Yu et al., 2005) et dans certains cas, ils comparent 
l'expression à trois moments différents (Kim et al., 2009; Liao et al., 2007). Puisque 
notre but était d'identifier le moment où le processus est modifié, et non pas 
uniquement l'effet final sur la différenciation adipocytaire, nous avons opté pour 
l'étude d'un profil d'expression protéique à tous les 48 heures. Bien entendu, il ne 
faut pas négliger que la quantification des immunobuvardages de type Western est 
une mesure semi-quantitative et que ce sont les résultats obtenus couplés à la 
quantification de lipides et à l'étude morphologique qui permettent une meilleure 
compréhension du phénomène de différenciation adipocytaire. 
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5.2.2 GRP1 
5.2.2.1 Expression protéique de GRP1 
GRP1 est exprimé dans la majorité des tissus humains et plus 
particulièrement au niveau du placenta, des gonades mâles, du cerveau, du 
cœur, des reins, des poumons et de la glande thyroïde (Poirier et al., 2005). 
Son expression a également été étudiée chez les adipocytes 3T3-L1 et 
HIRcB (Clodi et al., 1998), mais son expression dans les divers tissus 
adipeux humain ou murin n'a pas été étudiée jusqu'à présent. Les résultats 
que nous avons obtenus montrent pour la première fois le profil d'expression 
de GRP1 au cours du processus de différenciation adipocytaire. L'étude de 
l'expression protéique de GRP1 a permis d'observer sa présence en grande 
quantité dans les préadipocytes et la diminution de son expression après 
l'induction de la différenciation adipocytaire. En partant de l'hypothèse que 
GRP1 est un corépresseur des PPARs et qu'il peut réduire l'expression des 
gènes cibles du récepteur, son expression peut fort probablement avoir un 
effet inhibiteur sur l'adipogenèse. La diminution de l'expression protéique 
de GRP1 observée lors de notre étude serait donc un phénomène permissif 
de l'expression des gènes requis à l'obtention d'adipocytes matures. A partir 
de ces résultats, nous pouvons affirmer que le profil d'expression de GRP1 
au cours de la différenciation appuie notre hypothèse de l'implication de 
cette protéine dans l'adipogenèse en tant que corépresseur de PPARy, 
puisque la diminution de GRP1 serait favorable à la différenciation. 
5.2.2.2 Localisation de GRP1 
GRP1 a été identifié comme un récepteur des phosphatidylinositol-
triphosphate (PIP3), capable de lier le PIP3 par son domaine PH (Klarlund et 
al., 1998). Cette interaction semble être associée à la localisation 
membranaire de GRP1 observée lors de l'activation de voies de signalisation 
menant à la production de PIP3, comme l'activation des récepteurs tyrosine 
kinase de certains facteurs de croissance, dont l'insuline (Gagnon et al., 
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2001). D'autres études ont permis l'observation de la relocalisation de GRP1 
au noyau subséquemment à son adressage à la membrane (Langille et al., 
1999; Oatey et al, 1999). Les images de fluorescence de la localisation de 
GRP1-GFP chez les adipocytes 3T3-L1 incubés sans sérum pendant 
24 heures et traités avec 200 nM d'insuline montrent l'adressage à la 
membrane de GRP1 en 2 à 5 minutes et sa présence au noyau après 
10 minutes de traitement. Des résultats similaires ont été obtenus avec 
ARNO-GFP, un autre membre de la même famille que GRP1, dans les 
mêmes conditions (Oatey et al., 1999). Les immunofluorescences effectuées 
au cours de mon projet montrent la translocation de la protéine endogène du 
cytosol à la membrane après une heure de traitement à l'insuline, mais n'ont 
pas permis l'observation de son transport au noyau. Ces expériences devront 
être répétées, mais il est possible que la translocation au noyau nécessite une 
incubation ou un traitement à l'insuline plus long ou la privation de sérum 
avant le traitement. Des expériences de courbes doses-réponses et de 
cinétique seraient donc nécessaires afin de mieux caractériser la localisation 
de GRP1 lors de l'activation des voies de signalisation du récepteur à 
l'insuline. De plus, il se peut que la translocation au noyau soit possible chez 
les cellules ayant atteint un certain degré de maturation. Plusieurs études ont 
déjà soulevé l'implication possible de GRP1 dans le trafic vésiculaire par sa 
fonction de facteur d'échange nucléotidique des ADP ribozylation factors 
(ARFs) (Langille et al., 1999; Moss and Vaughan, 1998). Il serait donc 
également intéressant d'explorer les ARFs ainsi que le type de vésicules 
impliqué dans l'adressage au noyau de GRP1 ainsi que la colocalisation au 
noyau de GRP1 et PPARy. 
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5.3 Effet de la Modulation de l'Expression de GRP1 sur l'Adipogenèse 
Bien que l'étude d'interactions protéiques ainsi que celle d'activité transcriptionnelle 
effectuées in vitro génèrent des hypothèses, elles ne permettent pas d'explorer et de 
comprendre l'action d'un corégulateur des NRs dans son intégralité. Dans certains cas, des 
études de modulation de l'expression du corégulateur d'intérêt sont requises puisque 
certains engendrent des effets opposés sur la transcription en fonction de la région du 
corégulateur qui a été utilisée lors des expérimentations. Prenons le cas du constitutive 
coactivator of PPARy (CCPG). La portion N-terminale de CCPG est reconnue comme 
activatrice de l'activité transcriptionnelle de PPARy, toutefois sa portion en position C-
terminale réprime cette même activité. Finalement, ce sont les études de surexpression du 
corégulateur qui ont permis de déterminer la nature exacte de son effet et il s'avère que 
CCPG favorise la formation de gouttelettes lipidiques dans un modèle cellulaire de 
différenciation adipocytaire (Li et al., 2007a). Il est donc considéré comme un coactivateur 
de PPARy. L'étude de l'activation de la transcription à l'aide d'une seule portion d'un 
corégulateur n'est pas représentative de l'effet global de celui-ci puisqu'une portion de la 
protéine ne lie pas le récepteur de la même manière et n'entraine certainement pas le 
recrutement du complexe protéique de corégulateurs généralement impliqués dans la 
fonctionnalité du NR. Dans notre cas, GRP1 entier a été utilisé. Par contre, l'environnement 
cellulaire est différent entre les cellules QBI-HEK 293A et les 3T3-L1 au stade de 
préadipocytes et d'adipocytes matures, ce qui pourrait affecter les effets observés (Wang et 
al., 2004). 
De plus, il ne faut pas négliger l'implication de nombreuses protéines au cours du 
processus de différenciation et que certains facteurs majeurs sont probablement encore 
inconnus. Puisque le tissu adipeux est constitué de cellules à différents stades de la 
différenciation, le moment de l'invalidation ou de la surexpression d'une protéine dans un 
modèle cellulaire devrait être pris en compte lors des études. Ainsi, il est bénéfique pour la 
compréhension des phénomènes impliqués dans l'évolution de la masse adipeuse 
d'expérimenter l'effet des protéines d'intérêt à différents moments du processus. 
L'observation des effets engendrés sur les préadipocytes ainsi que sur les adipocytes 
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matures est importante afin de mieux cerner les effets possibles sur l'intégralité du tissu 
adipeux blanc. 
5.3.1 Modulation de l'expression avant l'induction de l'adipogenèse 
La majorité des études visant à déterminer le rôle d'un gène par la 
modulation de l'expression protéique ont observé les effets de cette variation avant 
l'induction de la différenciation. En effet, l'étude de gènes potentiellement 
impliqués dans l'adipogenèse a généralement été effectuée par des modifications de 
leur expression chez les préadipocytes qui ont par la suite été traités pour être 
différenciés. Des gènes comme TCL/TC10pi, RGS2, fadl04 et fadl58 ont été 
identifiés par cette méthode comme étant impliqués dans l'expansion clonale 
(Kawaji et al., 2010) ainsi que Cdk2 et C/EBP0 (Li et al., 2007b) et même PPARyl 
et y2 (Mueller et al., 2002). L'étude de nouveaux composés pharmacologiques 
permet une plus grande flexibilité en ce qui a trait au moment du traitement que les 
méthodes de modulation de l'expression génique, mais semble également être 
expérimentée a priori sur les cellules non différenciées. En nous basant sur ces 
études, nous avons opté pour effectuer nos premières expériences de modulation de 
l'expression de GRP1 avant l'induction de la différenciation, dès le stade 
préadipocytaire. Les résultats obtenus montrent l'implication de GRP1 dans 
l'adipogenèse par un mécanisme différent de celui proposé par notre hypothèse de 
départ puisque les observations effectuées ont révélé que l'invalidation de GRP1 
inhibe le processus de différenciation adipocytaire en bloquant l'expression de 
PPARy. Ces résultats sont surprenants, puisque nous nous attendions à observer 
l'effet inverse, soit que l'absence de GRP1 favoriserait l'adipogenèse. De plus, 
l'étude de sa surexpression montre une augmentation de l'accumulation des lipides, 
mais ne semble pas affecter l'expression protéique du facteur de transcription 
majeur de l'adipogenèse, PPARy. Ces résultats semblent impliquer GRP1 à un autre 
niveau que celui de corépresseur des récepteurs nucléaires, puisque les NRs 
impliqués dans la différenciation adipocytaire favorisent le processus à différents 
moments. Le GR participe aux étapes précoces de l'induction, puis PPARy permet 
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l'adipogenèse et finalement TRal est impliqué dans le maintien du phénotype 
d'adipocytes matures (Jiang et al., 2004). Les résultats obtenus n'excluent pas une 
certaine implication de GRP1 dans l'adipogenèse en tant que corépresseur de 
PPARy (section 5.3.2), mais suggèrent davantage qu'il serait impliqué dans les 
étapes précoces de la différenciation (figure 5.2). 
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Figure 5.2 Implication possible de GRP1 dans les voies de signalisation du récepteur à 
l'insuline. L'activation de la PI3K provoque le recrutement de GRP1 à la membrane et à 
proximité des ARFs. L'activation des ARFs par son facteur d'échange nucléotidique permet la 
translocation à la membrane des vésicules comportant l'adipsine, la protéine C3 et le facteur 
B, précurseurs de l'ASP, ainsi que des vésicules comportant le transporteur du glucose GLUT4 
à la membrane. L'ASP et les transporteurs du glucose sont connus pour favoriser le stockage 
des triglycérides. GRP1 pourrait, par la suite, être transloqué au noyau où il agirait sur la 
transcription de gènes impliqués dans le maintien du phénotype d'adipocytes matures en 
influençant PPARy. Cette étape pourrait servir de rétrocontrôle négatif des voies de 
siganlisation de l'insuline. 
Comme l'adipogenèse est un phénomène très complexe, il est légitime de se 
questionner sur l'implication possible de protéines ayant des effets à différents 
moments de l'adipogenèse, effets potentiellement opposés l'un de l'autre, 
dépendamment des partenaires ou des domaines impliqués dans leurs interactions. 11 
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est également logique de supposer que le premier signal favoriserait l'adipogenèse 
et que le second agirait en tant que signal de rétrocontrôle, bloquant le processus 
afin de prévenir une trop grande expansion du tissu adipeux pouvant entrainer 
l'excès pondéral et les désordres métaboliques qui lui sont associés (Brassard et al., 
2008; Lewis et al., 2002; MacLaren et al., 2010; Manolopoulos et al., 2010; 
Roberge et al., 2007; Taksali et al., 2008). Parmi ces processus, on retrouve 
l'activation du complexe 1 de la voie du mammalian target of rapamycin 
(mTORCl) entre autres par l'activation du récepteur à l'insuline en présence de 
l'hormone. Le récepteur activé permet la translocation et l'activation des 
transporteurs du glucose de type GLUT4 à la membrane et l'entrée du glucose dans 
les adipocytes permettant l'entreposage du glucose sous la forme de triglycérides à 
l'intérieur des gouttelettes lipidiques (Farese, 2001). Toutefois, mTORCl activé 
affecte négativement la voie de signalisation en inhibant la phosphorylation de 
Akt/PKB et la translocation de GLUT4 à la membrane par la phosphorylation de 
S6K1 qui est connue pour inhiber la fonction de Vinsulin receptor substrate-1 
(Meric-Bernstam and Gonzalez-Angulo, 2009). 
La différenciation adipocytaire est régulée par l'action séquentielle de 
plusieurs facteurs agissant à des moments précis afin de permettre la mise en place 
et l'efficacité du processus (Fu et al., 2005; Gregoire et al., 1998; Otto and Lane, 
2005). Par exemple, l'expression de C/EBPô doit précéder celle de C/EBPp et ces 
deux facteurs de transcription sont nécessaires à l'expression de PPARy (Hishida et 
al, 2009). Certains modèles cellulaires de différenciation adipocytaire sont plus 
difficiles à utiliser et requièrent plus de précautions et de vigilance que d'autres dans 
les étapes précoces du processus. Par exemple, l'arrêt de croissance des cellules 
3T3-L1 est nécessaire à l'expansion clonale par mitose (MCE) induite par le 
cocktail de différenciation (Patel and Lane, 2000; Tang et al., 2003). De plus, 
l'induction de la différenciation doit se produire à un moment précis sinon les 
préadipocytes n'évolueront pas en adipocytes matures. Ces deux événements sont 
encore mal connus et les mécanismes impliqués sont plus ou moins bien décrits 
(Tang et al., 2003; Yanagiya et al., 2007). L'inhibition de la croissance par le 
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contact entre les cellules est un phénomène exploré depuis de nombreuses années, 
mais aucune étude n'a décrit de voies de signalisation impliquées dans ce 
phénomène. Il en est de même pour l'expansion clonale par mitose dont le 
mécanisme complet reste indéterminé. Il faut donc prendre en considération lors de 
l'analyse des résultats que la méthode utilisée peut influencer ces mécanismes ou le 
fait que certaines protéines ayant des effets sur l'adipogenèse peuvent être 
impliquées dans le processus d'induction de la différenciation. 
5.3.1.1 Arrêt de croissance 
Parmi les étapes préalables à l'induction de la différenciation, on 
retrouve l'inhibition de la croissance cellulaire qui est atteinte lorsque les 
cellules 3T3-L1 sont deux jours post-confluentes. Les données de la 
littérature établissent clairement la nécessité de cette étape afin d'obtenir des 
adipocytes matures. Des cellules 3T3-L1 n'ayant pas atteint la confluence ne 
sont pas en mesure de se différencier (Hishida et al., 2009). Une étude 
effectuée en 2007 a montré l'obligation des préadipocytes d'être connectés 
par des jonctions de type GAP (GJC) afin de devenir des adipocytes matures 
(Yanagiya et al., 2007). Par contre, l'étude n'a pas établie si ce type de 
communication intercellulaire est responsable du ralentissement de la 
croissance, mais les jonctions de type GAP sont un prérequis pour 
l'expansion clonale par mitose et affectent l'expression de la forme active de 
C/EBPP (LAP), un facteur de transcription impliqué dans l'induction de 
l'adipogenèse. L'inhibition de la formation des jonctions de type GAP par 
l'utilisation d'inhibiteurs spécifiques ou par l'usage de small interfering 
RNAs (siRNA) contre la connexine présente majoritairement dans ce type de 
jonction au moment de l'induction empêche l'expansion clonale par mitose 
et bloque l'adipogenèse. Par contre, si ces traitements sont effectués entre les 
jours 2 et 4 ou 4 et 6, ils n'ont aucun effet sur l'accumulation de triglycérides 
(Yanagiya et al., 2007). 
Chapitre 5. Discussion: Section 5.3 Modulation de l'Expression de GRP1 122 
En ce qui a trait au mécanisme impliqué, il semble que les jonctions 
de type GAP affectent des modifications post-traductionnelles et la 
traduction de la protéine C/EBPP, mais pas sa transcription. Les formes 
LAP, transcriptionnellement actives, et LIP, dominant négatif, proviennent 
du même ARN messager. Pourtant, leurs codons d'initiation de la traduction 
sont situés à deux endroits différents. La balance entre les 2 isoformes est 
influencée par la présence des jonctions entre les préadipocytes et affecte 
grandement le processus de différenciation adipocytaire (Yanagiya et al., 
2007). 
Les stades précoces de la différenciation sont loin d'être bien compris 
et un grand nombre de possibilités reste à être identifié. GRP1 peut être 
impliqué i) au niveau du contact entre les cellules, au niveau de la membrane 
plasmique, ii) au niveau de la transmission du message du cytosol au noyau 
ou même encore iii) au noyau en influençant directement l'action des 
C/EBPs. Les C/EBPs sont connus pour dimériser entre leur domaine Coiled 
Coil (Ramji and Foka, 2002). GRP1 possédant ce type de domaine, il 
pourrait participer à la séquestration de C/EBPa pendant l'induction de la 
différenciation ou favoriser l'action de C/EBPô et p. L'arrêt de croissance 
est reconnu comme l'étape du processus où les cellules acquièrent le 
potentiel de se différencier et nos résultats obtenus lors de la modulation de 
l'expression protéique de GRP1 sont cohérents avec son implication possible 
à ce stade. 
5.3.1.2 Expansion clonale par mitose 
L'expansion clonale par mitose (MCE) est importante pour 
l'obtention d'adipocytes matures et est observée pendant les 48 heures 
suivant l'induction de la différenciation. Elle est précédée par l'arrêt de 
croissance et permet d'augmenter le nombre de cellules d'un facteur 4, ce 
qui correspond à au moins deux cycles cellulaires. Comme tous les 
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événements impliqués dans la différenciation adipocytaire, l'expansion 
clonale par mitose est un processus qui suit une chronologie précise, dont 
plusieurs éléments restent à être identifiés (Tang et al., 2003). 
L'implication des facteurs de transcription de la famille des C/EBPs 
dans les différentes étapes de la différenciation est déjà établie. Il semble que 
C/EBPÔ soit un facteur clé dans l'expression de gènes requis à l'expansion 
clonale par mitose et que cette isoforme des C/EBPs est uniquement 
exprimée lorsque l'induction succède l'arrêt de croissance (Hishida et al., 
2009). C'est l'activation du récepteur des glucocorticoïdes par la 
dexaméthasone qui est responsable de son expression (Hishida T et al. 
2009). Si les cellules ne se retrouvent pas en arrêt de croissance au moment 
de l'induction, la mitose n'est pas observée et les cellules sont inaptes à se 
différencier. Cette incapacité serait due au fait que C/EBPÔ n'est pas 
exprimé si l'arrêt de croissance n'est pas atteint au moment de l'induction et 
qu'il est responsable de l'expression de C/EPBP; ces deux facteurs de 
transcriptions étaient essentiels à l'expansion clonale par mitose. Les 
mécanismes impliqués dans l'activation de C/EBPp lors du passage des 
cellules de la phase G1 à la phase S ne sont pas déterminés. Cependant, la 
translocation de GSK3P du cytosol au noyau semble primordiale à 
l'activation de C/EBPp (Park et al., 2004). Cette kinase est reconnue pour 
influencer plusieurs protéines impliquées dans l'adipogenèse ainsi que dans 
la glycolyse. Le transport de GSK3P au noyau pourrait être influencé par 
l'action de GRP1 sur le trafic vésiculaire régulé par les ARFs (Bechard and 
Dalton, 2009; Farooqui et al., 2006). L'étude de la translocation de GRP1 et 
de GSK3p au noyau permettrait de confirmer cette hypothèse. 
5.3.1.3 Récepteurs tyrosine kinase 
Parmi les signaux impliqués dans les étapes précoces du processus de 
différenciation adipocytaire se trouve l'activation de récepteurs de type 
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tyrosine kinase (RTKs). L'activation du récepteur à l'insuline par le cocktail 
de différenciation en est un exemple et est connue pour activer la PI3K. 
Cette voie de signalisation mène à la formation de PIP3 à la membrane 
plasmique ce qui permet le recrutement de protéines à la membrane menant 
à la phosphorylation d'Akt par PDK1. Cette phosphorylation est responsable 
de la translocation à la membrane de vésicules contenant le transporteur du 
glucose GLUT4. De plus, Akt semble être impliqué dans l'activation de 
GLUT4 permettant l'entrée du glucose dans les cellules (Farese, 2001). 
Certaines études ont montré l'implication de GRP1 dans le trafic 
vésiculaire par sa fonction de facteur d'échange nucléotidique des ARFs. 
Puisque GRP1 est capable d'interagir avec le PIP3 par son domaine PH, il est 
possible que GRP1 puisse influencer la translocation de GLUT4 lors de 
l'activation de la voie de signalisation de l'insuline. Toutefois, une étude 
ayant pour but la surexpression de GRP1 n'a pas montré l'augmentation de 
GLUT4 à la membrane (Clodi et al., 1998). Ces expériences ont été 
effectuées chez les 3T3-L1 qui exprime GRP1 de manière endogène, il serait 
bon d'étudier l'effet de l'invalidation de GRP1 sur ce processus afin 
d'éclaircir cette divergence. 
De plus, il est connu que certains ARFs sont impliqués dans la 
sécrétion d'adipsine ou facteur D (Millar et al., 2000). L'adipsine fait partie 
du système du complément et, de concert avec la protéine C3 et le facteur B, 
est impliquée dans la formation de Yacylation stimulating protein (ASP) 
(MacLaren et al., 2010). L'ASP est une cytokine sécrétée par le tissu 
adipeux au même titre que la leptine ou l'adiponectine. L'ASP est reconnue 
pour provoquer une augmentation du stockage des triglycérides (TG) et pour 
favoriser l'adipogenèse (Cianflone et al., 2003). De plus, une étude récente 
montre une baisse de l'expression de GLUT4 chez des personnes souffrant 
d'une obésité sévère et exprimant des taux élevés d'ASP et de TG 
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(MacLaren et al., 2010). L'augmentation de l'accumulation de lipides 
semble mettre en cause un autre mécanisme lié au transport des lipides et à 
leur métabolisme qui pourrait possiblement impliquer GRPl. 
5.3.2 Modulation de l'expression de GRPl après l'induction de l'adipogenèse 
Plus tard dans le processus se trouvent les effets possibles de GRPl sur 
l'accumulation des lipides après l'induction de l'adipogenèse. Les événements 
ciblés modulent la fonction de l'adipocyte, mais n'affectent pas la possibilité des 
cellules à se différencier. Le tissu adipeux étant influencé par la balance entre 
l'hyperplasie et l'hypertrophie (Otto and Lane, 2005), l'étude des facteurs régulant 
le métabolisme des adipocytes matures ou en voie de différenciation accroit notre 
compréhension des dysfonctionnements cellulaires responsables des pathologies 
liées à l'excès pondéral. La présence de petits adipocytes serait le signe d'un tissu 
adipeux métaboliquement sain, tandis que la présence de gros adipocytes et 
l'infiltration du tissu adipeux par des macrophages sont les signes d'un tissu 
dysfonctionnel (Lehrke and Lazar, 2005; Nannipieri et al., 2009). L'étude de 
facteurs intervenant après l'induction de la différenciation permet d'identifier les 
mécanismes impliqués dans le maintien d'adipocytes sains et d'étudier les effets de 
certaines protéines sur les adipocytes matures. 
Certains adipocytes semblent avoir une limite dans leur capacité à accumuler 
des lipides et l'atteinte de cette capacité maximale affecte leur fonctionnalité. À cet 
égard, deux écoles de pensée existent, la première favorise l'hypothèse que les 
adipocytes ne sont plus aptes à entreposer et à hydrolyser les triglycérides sous la 
forme de glycérol et d'acides gras. L'autre école favorise l'augmentation du taux de 
renouvellement des lipides menant à l'augmentation de la lyse des triglycérides afin 
que les adipocytes puissent capter le glucose et les acides gras (Lewis et al., 2002). 
Dans un cas comme dans l'autre, les acides gras se retrouvent dans la circulation 
sanguine, et éventuellement dans des sites ectopiques. Ce phénomène est appelé la 
lipotoxicité et est néfaste pour l'organisme. 
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5.3.2.1 PPARy 
Les résultats obtenus lors de la modification de l'expression de GRP1 
après l'induction de l'adipogenèse appuient en partie notre hypothèse que 
GRP1 est impliqué dans la différenciation par son action en tant que 
corépresseur de PPARy. Toutefois, les effets observés sont modestes : une 
légère augmentation de l'expression des marqueurs adipocytaires et de 
l'accumulation de lipides lors de l'invalidation de l'expression de GRP1 et 
l'effet inverse lors de sa surexpression. 
Plusieurs études ont prouvé l'implication de PPARy et de C/EBPa 
dans l'obtention des adipocytes matures (Liao et al, 2007; Shao and Lazar, 
1997), mais peu ont étudié l'effet de l'invalidation de PPARy après 
l'induction de la différenciation (Liao et al., 2007). En fait, le rôle de PPARy 
dans le maintien du phénotype d'adipocyte mature n'est pas très bien 
documenté. En 2007, Liao et ses collaborateurs ont montré que l'invalidation 
de PPARy chez des adipocytes matures n'affecte pas l'accumulation des 
lipides, ni l'expression d'aP2 ou de CEBPa. Cependant, l'expression de 
certaines protéines comme GLUT4 et IRS2 est diminuée (Liao et al., 2007). 
Ces résultats viennent consolider l'idée que l'implication de GRP1 en tant 
que corépresseur de PPARy n'affecte pas nécessairement les marqueurs ou 
les paramètres que nous avons étudiés. L'étude de l'action de GRP1 par la 
diminution de l'activité transcriptionnelle de PPARy doit affecter des gènes 
précis et le choix de nouveaux marqueurs est à privilégier afin de mieux 
cerner l'implication de GRP1 dans le processus de différenciation 
adipocytaire et dans les pathologies liées à l'obésité. Toutefois, ces 
marqueurs devront être déterminés et l'utilisation de la technique 
d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) permettra d'identifier les 
éléments de réponse où GRP1 se lie à PPARy et par le fait même les gènes 
dont il affecte l'expression. 
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5.3.2.2 TRs 
En plus de l'étude de PPARy dans la différenciation adipocytaire, 
certaines études ont étudié le rôle que pourraient jouer les TRs dans ce 
processus. Les TRs sont importants dans la régulation du poids corporel et 
du métabolisme des lipides et du cortisol (Hunter et al., 1996; Lemberger et 
al., 1996). Les TRs sont connus pour être impliqués dans le développement 
et le métabolisme du tissu adipeux et la majorité des études citent 
l'isoforme al comme étant le TR favorable à la formation du tissu adipeux 
en présence de son ligand, la triodothyronine (T3) (Jiang et al., 2004; Ortega 
et al., 2009). Des expérimentations étudiants l'effet de la T3 à différents 
moments de la différenciation ont montré l'implication de TRal dans 
l'accumulation de lipides, mais pas dans l'induction du processus. La 
présence de T3 ne semble pas avoir d'effet sur le temps requis dans 
l'obtention des adipocytes matures, elle affecte uniquement la quantité de 
triglycérides pouvant être entreposés (Jiang et al., 2004). Des études 
observant l'expression de TRal sont en accord avec les résultats 
préalablement cités et ont montré une augmentation de l'expression 
protéique du récepteur qui concorde avec le moment où la présence des 
gouttelettes lipides est observée, soit 3 à 4 jours après l'induction de la 
différenciation. De plus, l'expression de CEBPp, de PPARy et d'aP2 n'est 
pas modifiée par l'ajout de T3 (Jiang et al., 2004). 
En se basant sur les études effectuées par le passé, les TRs seraient 
impliqués dans la régulation de l'expression d'enzymes lipogéniques, 
comme GAPDH (Barroso et al., 1999; Dugail et al., 1992; Jiang et al., 
2004). Ces enzymes permettent la conversion du glucose en triglycérides. 
Elles jouent donc un rôle important dans la fonction des adipocytes et il est 
légitime de croire qu'une altération dans le mécanisme de régulation de leur 
expression peut être associée aux dysfonctionnements du tissu adipeux et par 
le fait même jouer un rôle dans le développement de l'obésité. Qui plus est, 
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TRal est majoritairement exprimé dans le tissu adipeux sous-cutané, ce qui 
appuie les études préconisant les bienfaits de ce type de tissu adipeux 
(Ortega et al., 2009). De même, l'expression de ce récepteur est altérée à la 
baisse chez les gens souffrant d'un excès pondéral tandis que la T3 est 
augmentée. À la lueur de ces observations, l'implication de GRPI dans 
l'adipogenèse pourrait être par son action en tant que corépresseur des TRs. 
Cette action aurait pour conséquence une altération de l'accumulation des 
lipides sans pour autant affecter l'expression des marqueurs que nous avons 
étudiés lors de la modulation de l'expression de GRPI. Des expériences de 
surexpression de GRPI après l'induction de la différenciation, couplées à un 
traitement permettant l'inhibition spécifique de PPARy ou de TRal 
pourraient servir à identifier si un seul récepteur ou les deux sont affectés par 
GRPI et responsables des effets observés sur l'adipogenèse. 
Chapitre 6 
Conclusion 
Mes travaux ont permis de clarifier le rôle GRP1 dans l'adipogenèse en étudiant ses 
effets sur l'activité transcriptionnelle de PPARy ainsi que sur la différenciation adipocytaire 
dans un modèle cellulaire. De plus, il nous a été possible de déterminer le profil 
d'expression de la protéine d'intérêt, GRJP1, au cours du processus de différenciation. Les 
résultats obtenus en plus des évidences répertoriées dans la littérature permettent de 
conclure que GRP1 est bel et bien un corépresseur de PPARy et qu'il pourrait être impliqué 
à deux moments précis du processus de différenciation adipocytaire. GRP1 semble être un 
élément clé de l'induction du phénomène. En effet, une perte de différenciation est 
observée lorsque l'expression de GRP1 est invalidée et une accélération du processus est 
notée lorsque son expression est augmentée. Ceci pourrait être médié par son implication 
soit sur l'arrêt de croissance des préadipocytes arrivés à confluence, sur l'expansion clonale 
par mitose et/ou sur des voies de signalisation cellulaire impliquées dans l'augmentation du 
stockage des acides gras et du glucose sous la forme de triglycérides chez les adipocytes. À 
l'opposé, le rôle de GRP1 dans la modulation de l'activité transcriptionnelle de PPARy 
n'est pas à exclure, car certains changements ont été observés dans nos expériences 
préliminaires de modulation de l'expression de GPR1 après l'induction de la 
différenciation. Par contre, des expériences plus approfondies seront nécessaires et ceci ne 
semble pas être le principal mécanisme liant GRP1 à la différenciation adipocytaire 
(figure 6.1). 
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Figure 6.1 Implication de GRP1 dans l'adipogenèse. Lorsque 
GRP1 est absent avant l'induction de la différenciation les cellules 
demeurent au stade de préadipocytes. Si GRP1 est présent au 
moment de l'induction et que son expression demeure élevée 
après l'induction les cellules se différencient, mais accumulent 
moins de lipides qu'en condition physiologique où son expression 
diminue après l'induction de la différenciation adipocytaire. 
Notre premier objectif était de déterminer l'effet de GRP1 sur l'activité 
transcriptionnelle de PPARy par des expérimentations in vitro de l'activation de la 
transcription. Les résultats obtenus nous ont permis d'observer une diminution significative 
de l'activité transcriptionnelle de PPARy par des quantités croissantes de GRP1 en plus de 
révéler la présence de ligands physiologiques, tels que des acides gras, dans le milieu de 
culture supplémenté en sérum bovin fœtal. Ces résultats permettent de qualifier GRP1 de 
corépresseur de PPARy. 
Après l'étude des effets de GRP1 sur la transcription des gènes régulés par PPARy, 
l'étude de son expression protéique dans un modèle de différenciation adipocytaire a révélé 
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pour la première fois la présence de GRPl chez les cellules 3T3-L1 non différenciées et la 
diminution de son expression lors du processus d'adipogenèse. 
A la suite de ces découvertes, la modulation de l'expression de GRPl a été effectuée 
afin de déterminer l'effet de la diminution ou de l'augmentation de l'expression protéique 
de GRPl sur l'adipogenèse. Nos premières observations des effets de GRPl sur le 
phénotype des cellules, l'expression de marqueurs exprimés à des moments précis du 
processus de différenciation ainsi que sur l'accumulation de lipides lors de la modulation de 
son expression avant l'induction de la différenciation semblent plutôt impliquer GRPl dans 
les stades requis pour l'induction de la différenciation des cellules 3T3-L1. Parmi les étapes 
identifiées, mais nécessitant une étude plus approfondie en ce qui a trait à leurs mécanismes 
et aux voies de signalisation impliquées, on retrouve l'arrêt de croissance des préadipocytes 
et l'expansion clonale par mitose, l'un étant le prérequis de l'autre. 
D'un autre côté, les résultats obtenus lors de la modulation après l'induction de la 
différenciation suggèrent l'implication de GRPl dans la modulation de l'adipogenèse par 
son action en tant que corégulateur de PPARy, mais les effets observés sont peu importants. 
Toutefois, l'invalidation de PPARy après l'induction de la différenciation a peu d'effets sur 
les marqueurs principalement utilisés lors de l'étude de l'adipogenèse, ce qui explique la 
difficulté que nous avons rencontrée dans l'étude des effets de GRPl après l'induction de la 
différenciation. GRPl serait peut-être impliqué dans la différenciation adipocytaire en tant 
que corépresseur de PPARy et aurait possiblement un effet sur des gènes non ciblés dans le 
cadre de cette étude. 
Finalement, il est possible de conclure que GRPl est impliqué dans l'adipogenèse, 
et ce, possiblement à deux moments précis et distincts. Les mécanismes sous-jacents restent 
à être identifiés et plusieurs questions nouvelles ont été soulevées et nécessiterons une 
investigation approfondie. 
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